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µL). Transfecirane proteine smo zaznavali prek oznake Myc. Ob membrani na levi so 
označene molekulske mase proteinov v kDa: BioID2, Myc-BioID2; GA, Myc-BioID2-HA-
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na levi so označene molekulske mase proteinov v kDa. Imena vzorcev so na sliki okrajšana 
zaradi preglednosti: BioID, Myc-BioID2; GA, Myc-BioID2-HA-GA125; GP, Myc-BioID2-
HA-GP125; GR, Myc-BioID2-HA-GR125; PA, Myc-BioID2-PA125; PR, Myc-BioID2-PR125.
 38 
Slika 23: Prekrivanje kandidatnih proteinov, ki so se vezali na zvrsti dipeptidnih ponovitev 
(GA, GP, GR, PA in PR). Številka ob imenu dipeptidnih ponovitev označuje skupno 
število kandidatnih proteinov za določeno zvrst ponovitev, številke znotraj diagrama pa 
prikazujejo, koliko je imela posamezna zvrst skupnih kandidatnih proteinov z ostalimi. 
Desno spodaj je legenda, ki označuje podmnoţice znotraj diagrama. 40 
Slika 24: Graf za vsako izmed zvrsti prikazuje, s katero od ostalih dipeptidnih ponovitev 
deli največ kandidatnih proteinov. 40 
Slika 25: Klasifikacija bioloških procesov identificiranih proteinov, ki so bili izolirani iz 
vzorca dipeptidnih ponovitev GA. Bolj značilno povezani biološki procesi imajo niţje P-
vrednosti. 42 
Slika 26: Klasifikacija bioloških procesov identificiranih proteinov, ki so bili izolirani iz 
vzorca dipeptidnih ponovitev GP. Bolj značilno povezani biološki procesi imajo niţje P-
vrednosti. 43 
Slika 27: Klasifikacija bioloških procesov identificiranih proteinov, ki so bili izolirani iz 
vzorca dipeptidnih ponovitev GR. Bolj značilno povezani biološki procesi imajo niţje P-
vrednosti. 44 
Slika 28: Klasifikacija bioloških procesov identificiranih proteinov, ki so bili izolirani iz 
vzorca dipeptidnih ponovitev PA. Bolj značilno povezani biološki procesi imajo niţje P-
vrednosti. 45 
Slika 29: Klasifikacija bioloških procesov identificiranih proteinov, ki so bili izolirani iz 
vzorca dipeptidnih ponovitev PR. Bolj značilno povezani biološki procesi imajo niţje P-
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SLOVARČEK 
 
AGE – agarozna elektroforeza 
Aksonopatija – funkcionalna ali strukturna okvara aksona ali ţivčnega končiča 
ALS – amiotrofična lateralna skleroza 
Amiloid – patološka čvrsta snov, ki daje z jodom podobno barvno reakcijo kot škrob, 
sestavljena je iz linearnih nerazvejanih beljakovinskih fibril v β-strukturi, ki se nalagajo v 
plasti kot zunajcelični depoziti (pri različnih amiloidozah imajo fibrile lahko drugačno 
kemično sestavo, vse vrste amiloida pa se obarvajo z rdečilom kongo, tako obarvani 
amiloid pod polarizacijskim mikroskopom kaţe zeleno dvolomnost) 
Anksioznost – tesnoba  
Atrofija – zmanjšanje celice, tkiva, organa ali organizma ali njegovih delov 
Babinski refleks – do refleksa pride pri draţenju podplata s topim instrumentom, pri 
čemer je normalni odziv upogib stopala navzdol, na poškodbe zgornjih motoričnih 
nevronov pa nakazuje upogib prstov na nogi navzgor (včasih je to edini znak, da je prišlo 
do poškodb zgornjih motoričnih nevronov) 
Bulbaren – nanašajoč se na podaljšani hrbtni mozeg 
C9-ALS – amiotrofična lateralna skleroza kot posledica mutacij v genu c9orf72 
Cajalova telesca – nemembranski organeli, ki jih najdemo v jedru delečih se, metabolno 
aktivnih celic, kot so ţivčne celice; sestavljena so predvsem iz proteinov in RNA 
DAPI – 4′,6-diamidino-2-fenilindol 
Disfagija – motnja pri poţiranju 
Dispneja – oteţeno dihanje z neprijetnim občutkom napora dihalnih mišic 
Dizartrija – motnja govora zaradi okvare moţganov ali perifernih ţivcev 
DMSO – dimetil sulfoksid 
DPR – dipeptidne ponovitve (ang. dipeptide repeats) 
Ex vivo – v poskusnih razmerah zunaj ţivega organizma  
Fascikulacija – majhne, omejene, nehotene mišične kontrakcije, vidne skozi koţo (gre za 
krčenje skeletnih mišičnih vlaken v področju posamezne motorične enote) 
FDA – Food and Drug Administration; ameriška vladna ustanova za nadzorovanje hrane in 
zdravil 
FTD – frontotemoralna demenca 
HEK293T – humana celična linija, ki je izpeljana iz celic HEK293 in ki izraţa antigen T 
Hiperkapnija – povišan delni tlak ogljikovega dioksida v arterijski krvi 
Hiperrefleksija – stanje, pri katerem so refleksi izzvani z minimalnimi draţljaji ali ko so 
refleksni odgovori pretirani (navadno ojačenje kitnih oziroma miotatičnih refleksov pri 
okvari zgornjega motonevrona) 
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Hipoventilacija – alveolarna ventilacija, ki ne zadošča metabolizmu organizma in vodi v 
hipoksemijo in hiperkapnijo 
Hoffmanov refleks – refleks, s katerim se preverja prisotnost (ali odsotnost) teţav v 
kortikospinalnem traktu 
HRP – peroksidaza v hrenu (ang. horseradish peroxidase) 
In vivo – v ţivem organizmu 
In vitro – v umetnem okolju (npr. v epruveti ali v posodi za kulturo tkiva) 
Kliničen – nanašajoč se na kliniko (bolnišnica za določeno medicinsko panogo, namenjena 
tudi znanstvenemu raziskanju in pouku) 
LBA – gojišče Lauria-Bertani z agarjem 
Motoričen nevron – ţivčna celica, katere telo se nahaja v motorični skorji moţganov, 
moţganskem deblu ali hrbtenjači in katere akson sega v hrbtenjačo ali iz hrbtenjače, pri 
čemer direktno ali posredno nadzoruje efektorske organe (v glavnem mišice in ţleze) 
Ontologija genov (GO) – nabor znanstveno pregledanih pojmov, ki opisujejo določeno 
biološko lastnost 
Orientacijske vezi – privlačne sile med stalnimi dipoli polarnih molekul 
Ortopneja – dispneja bolnika zlasti v leţečem poloţaju, ki se v sedečem ali stoječem 
poloţaju ublaţi, znak napredovalega srčnega popuščanja z zastojem krvi v pljučih 
p62 – nukleoporin p62 je proteinski kompleks, ki je del jedrne ovojnice, zadolţen za 
nadzor prenosa makromolekul med jedrom in citoplazmo 
Paliativna oskrba – oskrba in opora bolniku in njegovim svojcem v času neozdravljive 
bolezni 
PCR – veriţna reakcija s polimerazo 
Proksimalen – nanašajoč se na anatomsko strukturo, ki je bliţje katerikoli referenčni točki 
(npr. trupu ali jedru ali izvoru) 
RAN-translacija – s ponovitvami povezana, od AUG neodvisna translacija (ang. repeat-
associated non-AUG translation) 
SDS-PAGE – poliakrilamidna gelska elektroforeza 
Sindrom – kompleks patogenetsko povezanih simptomov in znakov, ki se pojavljajo pri 
določeni bolezni 
Stresne granule – agregati proteinov in RNA, ki jih najdemo v citosolu, kadar je celica 
pod stresom 
Tenarne mišice – mišice tenarja (izboklina na palčevi strani dlani, ki jo tvorijo kratke 
palčne dlanske mišice) 
Test »pull down« – oblika afinitetnega čiščenja, ki je podobno imunoprecipitaciji, le da je 
v tem primeru vaba protein in ne protitelo 
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1 UVOD 
 
Amiotrofična lateralna skleroza (ALS) je nevrodegenerativna bolezen, za katero je 
značilna postopna izguba motoričnih nevronov. Dedno obliko bolezni so povezali z 
mutacijami v več kot petdesetih potencialnih genih (Taylor in sod., 2016), leta 2011 pa so 
identificirali ponovitve zaporedja šestih nukleotidov v genu c9orf72 in mutacije opredelili 
kot najpogostejši vzrok dednih oblik ALS (Renton in sod., 2011). Ena glavnih hipotez, ki 
ponuja razlago za patološke vplive podaljšanih ponovitev v genu c9orf72, predlaga 
akumulacijo agregatov patogenih proteinov z dipeptidnimi ponovitvami (DPR) (Vatovec in 
sod., 2014). Do sinteze petih različnih proteinov DPR (poli (GA), poli (GR), poli (PR), 
poli (PA) in poli (GP)) pride pri posebni obliki translacije, ki poteka neodvisno od 
začetnega kodona AUG. Natančna vloga proteinov DPR pri nastanku in napredovanju 
bolezni ALS še ni znana, vendar številne študije dokazujejo, da so proteini DPR 
nevrotoksični in vitro (Kwon in sod., 2014; Wen in sod., 2014; Zhang in sod., 2014).  
 
1.1 CILJI IN HIPOTEZE 
 
Namen magistrskega dela je bil določiti celične proteine, ki imajo interakcijo s proteini z 
dipeptidnimi ponovitvami (DPR) v izbrani modelni celični liniji in na ta način prispevati k 
razumevanju patološke vloge proteinov DPR. Z uporabo tehnik molekulskega kloniranja 
smo ţeleli pripraviti vektorje petih različnih proteinov DPR, konjugiranih z biotin ligazo, 
ki omogoča biotinsko označevanje proteinskih interaktorjev, izraţene pri sesalcih. 
Konjugirane proteine smo nato ţeleli izraţati v modelni celični liniji HEK293T in 
analizirati interakcijske partnerje (metoda BioID2). 
 
H1: Proteini z dipeptidnimi ponovitvami, ki se prevajajo iz podaljšanih heksanukleotidnih 
ponovitev znotraj gena c9orf72, imajo sposobnost vezave na različne znotrajcelične 
proteine. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 PREDSTAVITEV BOLEZNI ALS 
 
Amiotrofična lateralna skleroza (ALS) je klinični sindrom, ki je dobil ime po svojih 
nevropatoloških značilnostih: propadu motoričnih nevronov v columni anterior hrbtenjače 
in motoričnem delu moţganske skorje ter izgubi aksonov v columni lateralis hrbtenjače 
(Slika 1). Skupna lastnost skoraj vsem primerom nedednega (sporadičnega) ALS in večini 
primerov dednega (druţinskega) ALS so citoplazemski vključki TDP-43 v ţivčnih celicah 
(Saberi in sod., 2015). Gre za najpogostejšo obliko bolezni motoričnih nevronov in tretjo 
najpogostejšo nevrodegenerativno bolezen (za Alzheimerjevo in Parkinsonovo boleznijo). 
Z boljšim poznavanjem bolezni na ALS ni več mogoče gledati kot na posledico enega 
dejavnika, temveč kot na klinično-patološki sindrom, ki se odraţa kot zapletena zveza 
genetske nagnjenosti, s starostjo povezane izgube celične homeostaze in morda tudi 
okoljskih dejavnikov (Talbot, 2014). 
 
  
Slika 1: Področja ţivčnega sistema, ki so prizadeta pri amiotrofični lateralni sklerozi (Taylor in sod., 2016). 
 
Moški imajo večjo pojavnost bolezni (3,0 na 100.000 ljudi na leto) kot ţenske (2,4 na 
100.000 ljudi na leto), pri čemer je pojavnost dedne oblike bolezni pri obeh spolih enaka. 
Največkrat se dedna oblika bolezni pojavi med 47. in 52. letom, nededna oblika bolezni pa 
med 58. in 63. letom (Logroscino in sod., 2010). Bolezen lahko nastopi tudi v mladosti pri 
osebah, mlajših od 30 let, a je redka in predstavlja le okoli 5 % vseh obolelih (Haverkamp 
in sod., 1995). Po 80. letu starosti pojavnost bolezni močno upade (Logroscino in sod., 
2010). Pribliţno 10 % obolelih ima dedno obliko bolezni, torej imajo v prvem ali drugem 
kolenu sorodnika, ki je imel ALS (Byrne in sod., 2011), zato ji pravimo druţinski ALS. 
Preostalih 90 % ima nededno obliko bolezni, ki ji pravimo sporadični ALS (Rowland in 
Shneider, 2001). Dedna oblika ALS se deduje avtosomno dominantno, opaţeno pa je bilo 
tudi avtosomno recesivno dedovanje (Calvo in sod., 2014).  
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2.1.1 Simptomi in diagnoza 
 
ALS glede na začetek bolezni v grobem razdelimo na spinalno obliko, ki prizadene 
okončine, in bulbarno obliko, ki vpliva na govor in poţiranje. V tem primeru sicer ne 
zaobjame klinične heterogenosti obolenja, kar je mogoče razbrati s Slike 2 (Talbot, 2014). 
Pri večini bolnikov se ALS začne okoli 60. leta z asimetričnim, nebolečim slabljenjem 
okončin, pri drugi, večji skupini bolnikov pa se mišično pešanje začne v bulbarnih mišicah, 
s spremljajočimi oblikami: dizartrijo (z motnjami v artikulaciji govora), disfagijo (s teţkim 
poţiranjem) in s trzanjem jezika (Swinnen in Robberecht, 2014), kot je vidno na Sliki 3. V 
začetnih stopnjah bolezni je prevajanje motoričnih nevronov normalno, sčasoma pa 
amplituda mišičnega akcijskega potenciala upade, kar nakazuje na prekinjeno oţivčenost 
(Daube, 2000). Prevajanje senzoričnih nevronov ostaja nepoškodovano (Eisen, 2001). 
 
 
Slika 2: Prikaz motoričnih regij, ki so prizadete pri različnih fenotipih amiotrofične lateralne skleroze (ALS). 
Rdeča barva označuje vpletenost spodnjih motoričnih nevronov (SMN), modra pa vpletenost zgornjih 
motoričnih nevronov (ZMN) (Swinnen, 2014). 
 
Utrujenost in zmanjšana količina gibanja sta pogosta simptoma ALS (Stambler in sod., 
1998), zato je sčasoma, ko bolezen napreduje, potrebna pomoč pri vsakdanjih opravilih. Pri 
skoraj vseh obolelih se pojavijo teţave s poţiranjem oz. disfagija, kar vodi v izgubo telesne 
mase in podhranjenost, zaradi česar se prognoza bolezni dodatno poslabša. Prav tako ima 
večina bolnikov teţave z dihanjem, kar se kaţe kot: primanjkovanje sape (dispneja), teţko 
dihanje v leţečem poloţaju (ortopneja), hipoventilacija in posledično povišana 
koncentracija ogljikovega dioksida v krvi (hiperkapnija) ter jutranji glavobol. Moţnost 
smrti se poveča, ko se bolnik začne soočati z dispnejo pri mirovanju. Postopno slabljenje 
dihalnih mišic sčasoma pripelje do odpovedi dihal (pogosto zaradi pljučnice) (Kiernan in 
sod., 2011; Leigh in sod., 2003; Ramirez in sod., 2008). 
 
Trenutno še nimamo diagnostičnih testov ali biomarkerjev za bolezen ALS, zato se 
nevrologi pri določanju diagnoze zanašajo zgolj na klinične znake (Kiernan in sod., 2011). 
Pri diagnozi si zdravniki pomagajo z elektrofiziološkim proučevanjem, nevroradiologijo in 
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številnimi krvnimi testi kot tudi testom likvorja, s katerimi lahko izključijo druge moţne 
diagnoze (Salameh in sod., 2015). Gotova diagnoza ALS se postavi, ko je prizadetih več 
anatomskih regij (bulbarna, zgornje okončine, spodnje okončine). Prizadetost pri ALS se 
sicer najpogosteje najprej pokaţe kot slabljenje in propadanje ene okončine, vendar je to 
mogoč simptom mnogim drugim bolezenskim stanjem (Talbot, 2014). Povprečno trajanje 
postavitve diagnoze od prvih znakov je 14 mesecev (Chiò, 1999). 
 
 
Slika 3: Prikaz kliničnih znakov mišičnega pešanja pri bolnikih z ALS. Sliki A in B prikazujeta proksimalno 
in simetrično atrofijo zgornjih udov, ki vodi v nezmoţnost dviga rok in dislokacijo ramenskega sklepa. 
Slika C prikazuje za ALS značilno nesorazmerno atrofijo tenarnih mišic. Slika Č prikazuje atrofijo jezika pri 
bulbarnem ALS. Opaziti je mogoče tudi spuščeno nebo pri govorjenju in oteţeno odpiranje ust (Kiernan in 
sod., 2011). 
 
2.1.2 Prognoza in zdravljenje 
 
ALS napreduje zelo hitro – 50 % obolelih umre v 30 mesecih od pojava simptomov in 
okoli 20 % jih preţivi med 5 in 10 leti od nastopa bolezni. Zmanjšano obdobje preţivetja je 
običajno povezano z nastopom bolezni v poznejših letih, zgodnjo odpovedjo dihalnih mišic 
in razvojem bulbarnega ALS, medtem ko so mlajša starost, nastop bolezni na okončinah in 
kasnejša diagnoza med seboj neodvisni znaki za daljše preţivetje obolelega (Talbot, 2009).  
Značilni regijski vzorci napredovanja bolezni nakazujejo, da bolezen ne napreduje 
naključno, temveč prek omejenega števila anatomskih poti (Talbot, 2014). 
 
Lajšanje simptomov je glavni način spopadanja z boleznijo. Pri tem se ne le podaljša čas 
preţivetja, temveč tudi izboljša kvaliteta ţivljenja (Kiernan in sod., 2011). Neinvazivna 
ventilacija (uporaba dihalne maske) bolnikom izboljša kvaliteto ţivljenja in podaljša 
preţivetje (Bourke in sod., 2006). Ko tovrstna ventilacija zaradi prešibkih dihalnih mišic 
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ne zadošča več, se bolnik lahko odloči za invazivno obliko ventilacije (operativna vstavitev 
cevke v sapnik), kar pa močno zmanjša kvaliteto ţivljenja, zato se zanjo odločijo le redki. 
Podhranjenost je odločilni dejavnik pri prognozi bolezni in je posledica tako zmanjšanega 
vnosa hrane zaradi disfagije kot tudi hipermetabolizma. Bolnike se lahko hrani prek 
perkutane endoskopske gastrostome (PEG), s cevko za hranjenje prek zareze na trebušni 
steni (Andersen in sod., 2007; Kiernan in sod., 2011). V terminalni fazi bolezni se bolniki 
soočajo z nemirnostjo, anksioznostjo, bolečinami in teţkim dihanjem (Kiernan in sod., 
2011). Za krče, ki jih občutijo bolniki z ALS, se predpiše meksiletin. Bolniki s pešanjem 
bulbarnih mišic jemljejo tudi antiholinergične učinkovine, ki pomagajo pri zaviranju 
izločanja sline, kar jim pomaga pri teţavah s poţiranjem. Pogosto se predpišejo 
antidepresivi za zmanjšanje čustvene stiske. Za lajšanje bolečin se pomaga bolnikom tudi s 
fizioterapijo in nesteroidnimi protivnetnimi učinkovinami (Salameh in sod., 2015). 
Potrebna je paliativna oskrba bolnika (Kiernan in sod., 2011). 
 
Riluzol je bilo do nedavnega edino zdravilo, odobreno s strani FDA (Food and Drug 
Administration), ki upočasni napredovanje bolezni (Salameh in sod., 2015). Učinek 
riluzola je boljši, če ga bolnik začne jemati ob zgodnejših fazah bolezni (Bensimon in sod., 
2002). Mnogo bolnikov se ne odloči za jemanje tega zdravila, ker ocenijo, da je vpliv na 
potek bolezni premajhen (Rudnicki, 1997). Talbot (2009) ocenjuje, da je paliativna oskrba 
bolj učinkovita pri izboljšanju kvalitete ţivljenja in podaljšanju ţivljenja kot riluzol. 
 
Za predvidevanje poteka bolezni je uporabno določiti, v katerem stadiju je bolezen. Pri 
ALS je slednje mogoče oceniti s pomočjo uveljavljenih kriterijev (na podlagi ocene 
poţiranja, hoje/zmoţnosti samooskrbe, sporazumevanja in dihanja). Za stadij ALS, pri 
katerem še ni simptomov, trenutno ni moč določiti biomarkerjev. Biomarker, ki ga je 
mogoče objektivno izmeriti in oceniti, je kazalnik normalnih bioloških procesov, patogenih 
procesov in farmakoloških odzivov na terapevtske posege ter kazalnik funkcionalnih in 
strukturnih sprememb organov in celic. Predstavlja molekulsko tarčo za zdravila. 
Biomarkerji so lahko pregledovalni, s katerimi lahko napovemo moţnost pojava bolezni 
pri pacientih brez simptomov, diagnostični, s katerimi lahko predvidimo, ali ima pacient 
bolezen ali ne, in prognostični, s katerimi predvidimo napredovanje bolezni pri pacientu 
(Calvo in sod., 2014). Iskanje biomarkerjev pri nevroloških in psihiatričnih boleznih je 
preteţno oteţeno zaradi pomanjkanja primernih vzorcev tkiv. Zaradi teţke dostopnosti 
tkiva centralnega ţivčnega sistema (CŢS) je potrebno najti periferne markerje, ki bodo 
natančno odraţali biološko dogajanje v CŢS, kar ne bo le olajšalo razvoja zdravil, temveč 
tudi zmanjšalo stroške kliničnih raziskav. Za periferne markerje je zaţeleno, da odraţajo 
spremembe in da se izraţajo povsod po telesu, kar pomeni, da bi jih lahko na primer 
zaznali v koţi, nohtih in ostalih zunanjih tkivih, jih je mogoče zaznati izločene v 
cerebrospinalni tekočini, krvi, urinu ali slini, ali pa jih opaziti kot kognitivne ali vedenjske 
spremembe (Mendez in Sattler, 2014). 
 
2.1.3 Povezava med ALS in FTD 
 
Nevrodegeneracijo motoričnih nevronov pri ALS lahko spremlja tudi propad drugih celic 
ţivčnega sistema. Najpogosteje je med nemotoričnim propadom celic mogoče opaziti 
kognitivno pešanje, ki se izraţa kot frontotemporalna demenca (FTD) (Swinnen in 
Robberecht, 2014). FTD je skupni pojem za skupino motenj, ki prizadanejo frontalni 
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reţenj in temporalna reţnja (Xiao in sod., 2016), in je druga najpogostejša oblika demence, 
takoj za Alzheimerjevo boleznijo (Harvey, 2003). 
 
ALS s FTD tvori spekter obolenj motoričnih in frontotemporalnih nevronov. Na eni strani 
je čisti ALS (brez opaznih kognitivnih sprememb), na drugi pa čisti FTD (brez opaznega 
motoričnega pešanja), kot prikazuje Slika 4 (Swinnen in Robberecht, 2014). Bolniki z 
ALS-FTD imajo slabšo prognozo kot bolniki, katerih kognitivni procesi niso prizadeti 
(Vats in sod., 2014). Okoli 20–50 % obolelih za ALS hkrati oboli tudi za FTD, pri 
bolnikih, ki najprej razvijejo FTD, pa je obolelost za ALS redka (Ringholz in sod., 2005). 
 
 
Slika 4: ALS in FTD tvorita spekter obolenja motoričnih nevronov in frontotemporalnih nevronov (Swinnen 
in Robberecht, 2014). Kratice: ALS, amiotrofična lateralna skleroza; ALSci, ALS s kognitivno motnjo; 
ALSbi, ALS z vedenjsko motnjo; FTD, frontotemporalna demenca; MND, bolezen motoričnih nevronov. 
 
Pri obolelih za ALS-FTD so: apatija (opaţena pri 60 % bolnikov), pomanjkanje inhibicije, 
zmotna prepričanja in stereotipno obnašanje kot najpogostejše spremembe v vedenju. 
Teţko je oceniti, ali je depresija (o kateri poroča 75 % bolnikov) posledica obolenja za 
ALS, saj imajo oboleli svoje razloge zanjo. Ob vsem tem je potrebno imeti v mislih, da ţe 
majhna okvara prednjega reţnja vpliva na teţje odločanje pacientov za gastrostomo, 
neinvazivno  ventilacijo, teţave z rabo naprav za sporazumevanje, spopadanje s 
psihološkimi problemi in s sprejemanjem odločitev, kar nedvomno poveča skrb skrbnikov 
(Swinnen in Robberecht, 2014). Pri ALS in FTD lahko opazimo citoplazemske vključke, 
ki vsebujejo protein TDP-43 in so ubikvitinirani (Neumann in sod., 2006). 
 
2.2 CELIČNI MEHANIZMI AMIOTROFIČNE LATERALNE SKLEROZE 
 
ALS je sindrom, ki se pojavi kot rezultat zapletenega nabora dejavnikov (Slika 5), med 
drugim oksidativnega stresa, zmanjšane aktivnosti mitohondrija, stresa endoplazemskega 
retikla, neuravnavanega prepisovanja in obdelave RNA, neuravnavanega endosomalnega 
prenosa, poškodovanega aksonalnega transporta, agregacije proteinov, ekscitotoksičnosti, 
apoptoze, vnetja in genetske nagnjenosti k bolezni (Calvo in sod., 2014). 
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Slika 5: Shematski prikaz prizadetih celičnih mehanizmov pri amiotrofični lateralni sklerozi, ki prispevajo k 
smrti ţivčne celice (Calvo in sod., 2014). 
 
V večini moţganov, obolelih za ALS, navzven ni opaznih sprememb, pogosto pa je atrofija 
ţivčnih celic vidna v hrbtenjači, in sicer kot atrofija anteriornih ţivčnih končičev. Pri 
pacientih z demenco je mogoče opaziti propad moţganske skorje prednjega in senčnega 
reţnja. Poleg propada sivine je opazno tudi manjšanje beline, posebno v kortikospinalnem 
traktu (Saberi in sod., 2015). 
 
Pri sporadičnih primerih ALS so bile pri manj kot 1 % najdene mutacije v SOD1, TDP-43 
in FUS, pri kar 5–7 % pa so našli mutacijo v C9orf72 (Majounie in sod., 2012). V primerih 
druţinskega ALS ima med 35–45 % mutacijo gena c9orf72 s podaljšanimi 
heksanukleotidnimi ponovitvami (Talbot, 2014), 20 % mutacijo v SOD1 (Rosen in sod., 
1993), 4–5 % mutacijo v TDP-43 (Sreedharan in sod., 2008), enak odstotek pa tudi v 
FUS/TLS (Vance in sod., 2009). Tako pri sporadičnem kot pri druţinskem ALS je 
najpogostejša mutacija v genu c9orf72. 
 
2.2.1 Gen c9orf72 
 
Gen C9orf72 najdemo na krajši ročici kromosoma 9 (9p21). Gen sestavlja 12 eksonov, iz 
katerih se lahko prepišejo tri različice RNA (1, 2 in 3) in prevedejo v dve izoformi proteina 
C9orf72. Ponovitve (GGGGCC)n so med nekodirajočima eksonoma 1a in 1b. Pre-mRNA 
različici 1 in 3 vsebujeta 1a kot prvi nekodirajoči ekson, zato nosita tudi zapis ponovitev 
G4C2 iz prvega introna, pri različici 2 prvi nekodirajoči ekson predstavlja 1b, ponovitve 
G4C2 pa so del promotorske regije in se ne prepišejo v pre-mRNA (Stepto in sod., 2014). 
Prikaz zgradbe gena je upodobljen na Sliki 6. 
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Slika 6: Prikaz zgradbe gena C9orf72, ki se prepiše v tri različice pre-mRNA, iz katerih po izrezovanju 
nastanejo tri različice mRNA, ki se nato prevedejo v dve izoformi proteina C9orf72. Na sliki je prikazana 
lega heksanukleotidnih ponovitev med eksonoma 1a in 1b gena C9orf72. V oranţni barvi so prikazani 
kodirajoči eksoni, v temno modri nekodirajoči eksoni, s črto pa so prikazani introni (Vats in sod., 2014). 
 
Funkcija proteina C9orf72 ni dobro poznana (Vats in sod., 2014). Bioinformatske analize 
so pokazale, da je C9orf72 homologen druţini proteinov DENN (ang. differentially 
expressed in normal and neoplasia). Domena DENN deluje kot izmenjevalni dejavnik za 
nukleotid gvanin (ang. guanine nucleotide exchange factors, GEFs), čigar naloga je, da 
aktivira RAB GTPaze in uravnava membranski prenos snovi. V skladu s temi 
ugotovitvami utišanje proteina C9orf72 pri celični liniji nevronov vodi do nepravilnosti pri 
endocitozi in avtofagiji (Farg in sod., 2014; Levine in sod., 2013). Izbitje ali utišanje 
C9orf72 se pri navadni cebrici (D. rerio) in glisti (C. elegans) odraţa kot aksonopatija in 
slabša motorika, česar pa še ni uspelo dokazati pri miših (M. musculus), ki imajo višji 
odstotek homologije s človeškim genom (Xiao in sod., 2016), zato je vloga izgube funkcije 
C9orf72 zaenkrat še neznana (Rohrer in sod., 2015). Sicer pa ima protein C9orf72 
evolucijsko zelo ohranjeno dolţino, kar nakazuje njegovo delovanje kot ene funkcionalne 
enote, Prisoten je bil tudi pri zadnjem skupnem evkariontskem predniku. Ţuţelke, rastline 
in glive nimajo C9orf72 (Levine in sod., 2013). Najvišje je izraţen C9orf72 v centralnem 
ţivčnem sistemu, pri čemer se najpogosteje izrazi različica 2. Izraţanje C9orf72 je najbolj 
opazno v malih moţganih, opazno pa se izraţa tudi v hipokampusu, hipotalamusu in 
hrbtenjači (Renton in sod., 2011). 
 
Verjetno je najbolj značilna lastnost bolnikov ALS z mutacijo v C9orf72 (C9-ALS) s 
ponovitvami GGGGCC. Število ponovitev pri neobolelih osebah se razlikuje. Več kot 
90 % evropske populacije ima od dveh do deset G4C2 enot, daljše ponovitve so manj 
pogoste, ponovitve z več kot 30 enotami pri zdravi populaciji so redke. Pri bolnikih je 
število ponovitev mnogo večje, običajno vsaj nekaj sto, bolj pogosto pa celo nekaj tisoč 
ponovitev (800–4400) (Beck in sod., 2013; Rohrer in sod., 2015). Čeprav je večsto 
ponovitev zagotovo patogenih, še vedno ne vemo, kakšno je najmanjše število ponovitev 
za tveganje. Tako pri bolnikih s FTD in ALS kot tudi pri zdravih osebah so našli ponovitve 
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med dvajset in nekaj sto, kar bi lahko označili kot zmerno tveganje za razvoj bolezni. 
Nestabilnost ponovitev v somatskih tkivih, odraţenem v različnem obsegu ponovitev v 
različnih tkivih, pomeni, da ima bolnik z zmernimi ponovitvami v krvi lahko obseţne 
ponovitve v moţganih (Rohrer in sod., 2015). Pri iskanju povezave med dolţino 
heksanukleotidnih ponovitev in mestom začetka bolezni ter resnostjo obolenja niso našli 
korelacije. Prav tako oboleli, ki so homozigotni za mutacijo na tem genu, nimajo hujše 
oblike bolezni (Cooper-Knock in sod., 2014). 
 
Predlaganih je bilo več mehanizmov toksičnosti za mutacijo podaljšanih heksanukleotidnih 
ponovitev gena c9orf72 (Vats in sod., 2014): 
 Izguba funkcije proteina C9orf72. – Zmanjšano izraţanje C9orf72 pri ALS in FTD 
je posledica epigenetskih sprememb. Izraţanje se utiša s hipermetilacijo in 
metilacijo histonov. 
 Skupki RNA. – Skupki RNA nastanejo iz prepisane RNA, ki vsebuje 
heksanukleotidne ponovitve, ki omogočijo nastanek lasnic in G-kvadrupleksov 
znotraj pre-mRNA, ki nato nase veţejo RNA-vezavne proteine, iz česar se tvorijo 
razločne jedrne strukture. Smiselni in protismiselni skupki RNA so bili pri 
pacientih s C9-ALS najdeni v moţganski skorji prednjega reţnja, v hipokampusu in 
v malih moţganih. 
 Agregati dipeptidnih ponovitev (DPR). – Proteini DPR se iz pre-mRNA prepišejo s 
posebno obliko translacije, ki poteka neodvisno od začetnega kodona AUG (RAN-
translacija). Vsaka izmed petih zvrsti dipeptidnih ponovitev ima svoje lastnosti in je 
različno toksična. Pri bolnikih, pri katerih so našli proteine DPR, so opazili tudi 
inkluzijska telesca TDP-43. 
 
Ker so tako RNA skupki kot DPR proteini proizvedeni iz podaljšanih heksanukleotidnih 
ponovitev C9orf72, je teţko določiti, kolikšen relativen deleţ prispeva k patologiji vsaka 
od zvrsti. Patologija je lahko posledica hkratnega vpliva več predstavljenih hipotez. Morda 
prav zmanjšani nivo proteina C9orf72 ali njegove funkcije naredi ţivčno celico dovzetno 
za toksičnost drugih virov (RNA skupki, DPR-proteini itd.) (Gitler in Tsuiji, 2016). 
Razumevanje mutacij v C9orf72 je pomembno za razvoj načinov zdravljenja. Podaljšanost 
heksanukleotidnih ponovitev in širok spekter različnih dolţin teh patogenih ponovitev 
pomeni ob pogoju sestave izključno iz GC prav to, da je teţko klonirati DNA zaporedje z 
ustaljenimi metodami na osnovi PCR, kar oteţi pripravo celičnih modelov za proučevanje 
bolezni. Diferenciacija celic, izpeljanih iz bolnikovih induciranih pluripotentnih matičnih 
celic (iPSCs) v motorične nevrone in/ali nevrone moţganske skorje, je obetaven način za 
proučevanje bolezni (Rohrer in sod., 2015). Gen C9orf72 so, čeprav redkeje, povezali tudi 
z drugimi nevrodegenerativnimi boleznimi, kot so: Parkinsonova bolezen, sindrom s 
simptomi Huntingtonove bolezni in Alzheimerjeva bolezen. Povezava gena z drugimi 
boleznimi poudari pomen razumevanja patoloških mehanizmov, ki so posledica mutacije 
(Liu in sod., 2014).  
 
2.2.2 Proteini z dipeptidnimi ponovitvami (DPR) 
 
Ena izmed značilnosti mutacije razširjenih heksanukleotidnih ponovitev GGGGCC v genu 
C9orf72 so proteini z dipeptidnimi ponovitvami (DPR), ki iz pre-mRNA nastanejo prek 
RAN-translacije, kar razloţimo kot s ponovitvami povezana, od AUG neodvisna 
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translacija, ki lahko teče v obe smeri (Slika 7). DPR-ji, prevedeni v smiselni smeri 
zaporedja RNA, so: poliglicinalanin − (GA)n, poliglicinprolin − (GP)n, in poliglicinarginin 
− (GR)n. DPR-ji, prevedeni v protismiselni smeri, so poliglicinprolin − (GP)n, 
poliprolinalanin − (PA)n, in poliprolinarginin − (PR)n. Vse različice proteinov DPR je 
mogoče opaziti v centralnem ţivčnem sistemu (CŢS) pacientov z mutacijo v C9orf72 
(Slika 8), pri čemer so proteini, prevedeni v smiselni smeri, bolj pogosti (Mori in sod., 
2013; Zu in sod., 2013).  
 
DPR-ji kolokalizirajo s proteinom p62, ne pa tudi s TDP-43 (Al-Sarraj in sod., 2011). 
Agregate DPR je mogoče opaziti v različnih področjih CŢS, na primer v frontalnem, 
okcipitalnem in temporalnem reţnju ter v motoričnem predelu moţganske skorje, pa tudi v 
predelih pod moţgansko skorjo, medmoţganih, malih moţganih in v hrbtenjači 
(Mackenzie in sod., 2014). 
 
 
 
Slika 7: Prikaz smiselnih in protismiselnih bralnih okvirjev heksanukleotidnih ponovitev GGGGCC 
(Mackenzie in sod., 2014). 
 
 
Slika 8: In vivo izraţanje DPR-proteinov, ki so jih Zu in sod. (2013) zaznali v tkivnih vzorcih hipokampusa, 
kar je na sliki označeno s CA, in motoričnega predela moţganske skorje bolnikov s C9-ALS  – na slikah 
označeno z MC. Slike prikazujejo od leve proti desni: poli (GA), poli (GP), poli (GR), poli (PA) in poli (PR). 
Protitelesa za zaznavanje proteinov DPR so bila pripravljena s pomočjo krajših sintetično pripravljenih 
dipeptidnih ponovitev (Zu in sod., 2013). 
 
Vsaka od petih zvrsti dipeptidnih ponovitev ima svoje biokemijske lastnosti, kar se odraţa 
pri lokalizaciji, njihovih interakcijah z drugimi celičnimi molekulami in toksičnostjo za 
celico. In vitro se DPR pri istih pogojih v celici razporejajo različno, opaziti je mogoče tudi 
različne teţnje po agregaciji. Kot je prikazano na Sliki 9, je Cristofani s sodelavci (2018) 
ponovitve GA zaznal kot enakomerno razporejene po citoplazmi in opazil le nekaj manjših 
agregatov. Tudi ponovitve GP in ponovitve PA so opazili v citoplazmi, a z očitnim 
poudarkom okoli perifernega predela celice, kar morda nakazuje na njihovo povezavo s 
celično membrano. Le ponovitve GR in PR so tvorile izrazite skupke, pri čemer so se 
proteini poli (GR) nahajali predvsem v citoplazmi, poli (PR) pa v celičnem jedru. 
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Slika 9: Ex vivo lokalizacija DPR-proteinov v celicah NSC34 (Cristofani in sod., 2018). Zapis je obsegal 
100 dipeptidnih ponovitev, označenih s FLAG. 
 
Največ raziskav je bilo opravljenih z dipeptidnimi ponovitvami GA, GR in PR. Dipeptidne 
ponovitve GA imajo zmoţnost tvorbe toksičnih amiloidov in se morda iz celice v celico 
prenašajo na enak način kot prioni (Chang in sod., 2016). Njihova prisotnost v celici se 
odraţa v oslabljeni proteasomski aktivnosti, stresu endoplazemskega retikla in 
nevrotoksičnosti (Zhang in sod., 2014). Slednjo so povezali z izgubo funkcije proteina 
Unc119, ki se ujame v agregate dipeptidnih ponovitev GA (May in sod., 2014). Zvrsti 
DPR-proteinov, ki vsebujeta arginin, nosita naboj, zaradi česar sta zelo polarni z dipolnim 
momentom. Argininski ostanki se pogosto povezujejo prek orientacijskih vezi z bazičnimi 
ostanki ali prek kation-π vezi z aromatskimi ostanki, kar predvidoma pripomore k povezavi 
s celičnimi molekulami, ki imajo nizkokompleksne domene (mnogi RNA-vezavni proteini) 
in omogoči fazno ločitev teh zvrsti (Purice in Taylor, 2018). Poli (GR) in poli (PR) se 
veţejo in spremenijo lastnosti nemembranskih organelov, vključno s stresnimi granulami, 
Cajalovimi telesci, jedrnimi skupki in jedrcem – tj. vseh organelov, ki so aktivne tekočine 
in se tvorijo prek fazne ločitve. Ne preseneča, da so arginin vsebujoči DPR neprestano 
omenjeni kot najbolj toksični za ţive celice (Lee in sod., 2016). Nekaj raziskav je 
preverjalo tudi medsebojno delovanje zvrsti DPR. Ali interakcija med različnimi DPR-ji 
poveča ali zavre njihovo toksičnost, je še vprašljivo. Yang in sod. (2015) so pokazali, da so 
se v skupke dipeptidnih ponovitev GA naenkrat ujele tudi dipeptidne ponovitve GR hkrati 
s proteinoma poli (GA) in poli (GR) pri človeških celicah in pri Drosophila, kar se je 
odraţalo kot zmanjšana toksičnost poli (GR).  
 
Ob zaznavanju kopičenja več zvrsti DPR se poraja vprašanje o nastajanju mešanih 
dipeptidnih ponovitev. Pri nekaterih drugih nevrodegenerativnih boleznih je 
Wojciechowska s sodelavci (2014) pri RAN-translaciji toksičnih proteinov opazila zamike 
bralnega okvirja. Ali do slednjega pride tudi pri nosilcih mutacije v genu C9orf72, še ni 
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znano, vendar bi to sicer pomenilo, da se v celici nahaja več kot pet zvrsti DPR (Moens in 
sod., 2017). 
Pri pregledu literature o dipeptidnih ponovitvah je potrebno vedeti, da je vsaka 
raziskovalna skupina uporabljala različne kombinacije alternativnih kodonov, različne GC 
vsebnosti in različno število ponovitev za določen DPR. Te razlike lahko pomenijo 
odstopanja v izraţanju za določen DPR in druge neznane učinke, kar morda  pojasni 
neskladnosti pri opaţeni toksičnosti DPR za različne raziskovalne skupine (Wen in sod., 
2016).  
 
2.3 TEST »PULL DOWN«: METODA BIOID 
 
Namen rabe metode identifikacije z biotinom (BioID) je za iskanje interakcij med proteini. 
Temelji na zaznavanju okoliških proteinov glede na oddaljenost od opazovanega proteina. 
V osnovi neselektivna bakterijska biotin ligaza (Escherichia coli BirA R118G, imenovana 
tudi samo BioID), rekombinantno spojena s proteinsko vabo, biotinilira celične proteine, ki  
se znajdejo v njeni okolici, in jih tako označi. Biotinilirane proteine je mogoče nato 
selektivno pridobiti s pomočjo uveljavljenih metod za izolacijo proteinov in nato 
identificirati z masno spektrometrijo (Roux in sod., 2012). Identificirani biotinilirani 
proteini lahko predstavljajo proteine, ki imajo neposreden stik s proteinsko vabo, proteine, 
ki imajo posreden stik s proteinsko vabo, in/ali proteine, ki se zgolj po naključju znajdejo v 
bliţini proteinske vabe, nimajo pa nikakršnega fizičnega stika s fuzijskim proteinom (Kim 
in sod., 2016). V naravi je biotinilacija zelo redka (Roux in sod., 2013), zato je moč 
pričakovati, da so biotinilirani proteini pri metodi BioID označeni z biotin ligazo, ki je del 
fuzijskega proteina. Prednosti metode BioID so predvsem mogoče z rabo metode za 
netopne proteine in membransko vezane proteine, moţostjo identifikacije šibkih in/ali 
prehodnih povezav, vpogledom v interakcije znotraj ţivih celic in moţnostjo časovnega 
uravnavanja (dodatek biotina) (Roux in sod., 2013). Proces metode BioID, ki ga prikazuje 
Slika 10, lahko v grobem razdelimo na dve fazi: (1) načrtovanje in karakterizacija 
fuzijskega proteina, ki vsebuje proteinsko vabo in biotin ligazo, in (2) izraţanje fuzijskega 
proteina v sesalskih celicah in izolacija biotiniliranih proteinov za analizo z masno 
spektrometrijo. 
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Slika 10: Prikaz metode BioID2. Najprej nastopi izraţanje neselektivne biotin ligaze, spojene s proteinsko 
vabo, ki znotraj ţivih celic biotinilira proteine, nahajajoče v bliţini fuzijskega proteina in/ali se nanj veţejo. 
Po lizi celic in denaturaciji proteinov se biotinilirane proteine izolira s pomočjo afinitetnih metod. Te 
kandidatne proteine je nato mogoče identificirati z masno spektrometrijo ali imuno tehnikami (Roux in sod., 
2012). 
 
2.3.1 O delovanju biotin ligaze BirA in njeni različici BioID2 
 
Prokariontska biotin ligaza BirA, ki je bila najprej izolirana iz E. coli, je monomerni 
protein z maso 35,5 kDa in 321 aminokislinami (malo večji od zelenega fluorescenčnega 
proteina) in ima tri glavne domene: DNA vezavno domeno (N-konec), središčno 
katalitično domeno in domeno z neznano funkcijo (C-konec). BirA katalizira 
dvostopenjsko reakcijo do končnega rezultata, tj. amidne vezi med ε-amino skupino lizina 
in karboksilno skupino biotina (Chapman-Smith in Cronan, 1999). V prvi fazi reakcije 
biotin ligaza katalizira nastanek biotinil-AMP iz biotina in ATP-ja, v drugi fazi reakcije pa 
encim veţe biotinil-AMP na določen lizin tarčne molekule (Roux in sod., 2013). Večina 
organizmov ima v celicah manj kot pet različnih proteinov, ki se biotinilirajo, na primer: 
acetil-CoA karboksilaza, propionil-CoA karboksilaza, piruvat karboksilaza, β-
metilkrotonil-CoA karboksilaza in oksalacetat dekarboksilaza (Chapman-Smith in Cronan, 
1999). 
 
Sprva je metoda BioID kot encim, imenovan tudi BioID, za vezavo na proteinsko vabo 
uvedla BirA z mutacijo (R118G), ki je povzročila manjšo selektivnost encima, saj je 
zmanjšala afiniteto za reaktivni intermediat biotinil-AMP, ki je posledično prej disociiral iz 
molekule, oddifundiral v okolico do najbliţjega primarnega amina (npr. lizin) in se nanj 
kovalentno vezal (Kwon in Beckett, 2000; Roux in sod., 2013). Kasneje so za metodo 
uvedli encim BioID2, ki so ga izolirali iz bakterije Aquifex aeolicus, in uvedli mutacijo za 
manjšo selektivnost encima (Kim in sod., 2016). Prednosti BioID2 so: (1) encim je manjši 
(233 aminokislin), v svoji strukturi nima DNA vezavne domene, s čimer predvidoma manj 
vpliva na naravno delovanje proteinske vabe; (2) bolj učinkovito biotinilira ţe pri dodatku 
niţjih koncentracij biotina; (3) ima predvidoma večji radij okoli fuzijskega proteina za 
biotinilacijo okoliških proteinov (Kim in sod., 2016). 
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2.3.2 Prednosti in slabosti metode BioID 
 
Roux in sod. (2013) navajajo številne prednosti BioID pred drugimi metodami, kot sta: 
dvohibridni sistem kvasovke in izolacija afinitetnih kompleksov. Za razliko od ostalih 
metod BioID2-fuzijski protein določa proteinske interakcije znotraj naravnega celičnega 
okolja. Metoda BioID je neobčutljiva na topnost proteinov, agregacijo in filamentacijo, 
zato je dobra izbira za denimo membranske proteine in gradnike citoskeleta, kar je očitna 
prednost pred dvohibridnim sistemom kvasovk. Omogoča tudi zaznavo šibkih in prehodnih 
proteinskih interakcij, ki se sicer običajno izgubijo pri zapletenih izolacijah. Dodatna 
prednost metode je inducibilnost z biotinom, ki omogoča časovno uravnavanje 
biotinilacije, prek katerega lahko na primer proučujemo interakcije v določeni fazi razvoja 
celice.  
 
Pri metodi BioID se srečamo tudi z določenimi zadrţki. Potrebno je izraziti fuzijski 
protein, kar lahko predstavlja problem, čeprav so dovolj ţe nizke količine fuzijskega 
proteina. Biotin ligaza, spojeno s proteinsko vabo, lahko ovira normalno umestitev v 
celično okolje, stabilnost in funcijo proteinske vabe. Identifikacija kandidatnega proteina 
ne pomeni nujno neposredne ali posredne interakcije s proteinsko vabo, temveč je lahko le 
odraz bliţine (10-20 nm). Moţen je tudi pojav laţnih negativnih rezultatov, v kolikor 
protein, ki je imel interakcijo s proteinsko vabo, nima dostopnih primarnih aminov za 
biotinilacijo. Pogosto kot laţna pozitivna rezultata srečamo proteina filamin A (FLNA) in 
dezmojokin (AHNAK), ki sta prisotna na večini seznamov kandidatnih proteinov pri 
analizah z metodo BioID. Potrebno se je še zavedati, da trajna adicija biotina na primarne 
amine zaradi spremembe naboja lahko spremeni funkcijo proteinske vabe in naredi 
primarne amine nedostopne za druge vrste kemijskih sprememb (vezav) (Roux in 
sod. 2013). 
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3 MATERIALI IN METODE 
 
3.1 MATERIALI 
 
3.1.1 Reagenti in komponente 
 
- agaroza (Sigma-Aldrich, ZDA); 
- amonijev hidrogenkarbonat, NH4HCO3 (Sigma-Aldrich, ZDA); 
- ampicilin (Sigma-Aldrich, ZDA); 
- barvilo za jedra celičnih kultur DAPI (1 mg/mL) (Thermo Fisher Scientific, ZDA); 
- biotin (Sigma-Aldrich, ZDA); 
- goveji serumski albumin (BSA) (Sigma-Aldrich, ZDA); 
- BSA, brez biotina, peta frakcija (Carl ROTH, Nemčija); 
- detergent SDS, 10 % raztopina (Thermo Fisher Scientific, ZDA); 
- dimetilsulfoksid (DMSO) (Sigma-Aldrich, ZDA); 
- DNA-polimeraza KOD z vročim začetkom s pripadajočimi dNTP-ji (Novagen®; 
Merck, ZDA); 
- DTT (Thermo Fisher Scientific, ZDA); 
- EDTA (SERVA Electrophoresis, Nemčija); 
- Encimska raztopina za precepljanje adherentnih sesalskih celic TrypLE™ Select 
Enzyme (Gibco™; Thermo Fisher Scientific, ZDA); 
- ocetna kislina, glacialna (Carlo Erba, Francija); 
- formaldehid, 37-odstotna raztopina (Merck, ZDA); 
- glicerol (Carlo Erba, Francija); 
- gojišče Luria-Bertani (LB) v prahu (Sigma-Aldrich, ZDA); 
- gojišče za transformacijo S.O.C. Medium (Thermo Fisher Scientific, ZDA); 
- HEPES ULTROL® Grade (Calbiochem; Merck, ZDA); 
- hranilni medij DMEM + GlutaMAX (Gibco; Thermo Fisher Scientific, ZDA); 
- interkalarno barvilo za DNA SYBR Safe (Invitrogen™; Thermo Fisher Scientific, 
ZDA); 
- komplet za določanje koncentracije proteinov Pierce™ 660nm Protein Assay 
(Thermo Fisher Scientific, ZDA); 
- lestvica proteinskih standardov za SDS-PAGE elektroforezo PageRuler™ Plus 
Prestained Protein Ladder, 10 to 250 kDa (Thermo Fisher Scientific, ZDA); 
- lestvica standardov DNA GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (Thermo Fisher 
Scientific, ZDA); 
- lestvica standardov DNA GeneRuler™ 100 bp Plus Ladder (Thermo Fisher 
Scientific, ZDA); 
- LiCl (Sigma-Aldrich, ZDA); 
- magnetne streptavidinske kroglice Dynabeads MyOne Streptavidin T1 (Thermo 
Fisher Scientific, ZDA); 
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- mešanica proteaznih inhibitorjev (CPI) cOmplete™ ULTRA Tablets, Mini, EDTA-
free, EASYpack Protease Inhibitor Cocktail (Merck, ZDA); 
- metanol (Carlo Erba, Francija); 
- mleko v prahu (Pomurske mlekarne, Slovenija); 
- NaCl (Fluka, Velika Britanija); 
- nanašalni pufer za agarozno elektroforezo DNA Gel Loading Dye (6x) (Thermo 
Fisher Scientific, ZDA); 
- natrijev deoksiholat monohidrat (deoksiholinska kislina) (Sigma-Aldrich, ZDA); 
- natrijev karbonat (Sigma-Aldrich, ZDA); 
- natrijev tiosulfat (Fluka, Velika Britanija); 
- NP-40 (Sigma-Aldrich, ZDA); 
- PenStrep (Gibco; Thermo Fisher Scientific, ZDA); 
- PFA, 16-odstotna vodna raztopina (Electron Microscopy Sciences, ZDA); 
- predpripravljeni geli za SDS-PAGE elektroforezo Novex™ 12% Tris-Glycine Mini 
Gels, WedgeWell™ format (Invitrogen™; Thermo Fisher Scientific, ZDA); 
- protitelo (fragment F(ab')2) proti mišjemu IgG (H+L), konjugiran z Alexa Fluor ® 
647 (Cell Signaling Technology, ZDA); 
- protitelo proti mišjemu IgG, konjugiran s HRP (Jackson ImmunoResearch 
Laboratories, ZDA); 
- protitelo proti oznaki myc Myc-Tag (9B11) Mouse mAb #2276 (Cell Signaling 
Technology, ZDA); 
- pufer za celične kulture PBS Dulbecco's Phosphate Buffered Saline #D8537 
(Sigma-Aldrich, ZDA); 
- raztopina poli-L-lizina (Sigma-Aldrich, ZDA); 
- reagent za pripravo celičnih kultur na opazovanje pod fluorescentnim mikroskopom 
FluorSave™ Reagent (Merck, ZDA); 
- restrikcijske endonukleaze FastDigest: BamHI (FD0054), NotI (FD0593), EcoRI 
(FD0274), KpnI (FD0524), XhoI (FD0694) in HindIII (FD0504) (Thermo Fisher 
Scientific, ZDA); 
- restrikcijski pufer 10x FastDigest Green Buffer (Thermo Fisher Scientific, ZDA); 
- serum telečjega zarodka FBS (Sigma-Aldrich, ZDA); 
- srebrov nitrat (Sigma-Aldrich, ZDA); 
- streptavidin, konjugiran s HRP #21162 (Pierce™; Thermo Fisher Scientific, ZDA); 
- streptavidin, konjugiran z ATTO 488 #S000-52 (Rockland™, ZDA); 
- substrat za kemiluminiscentno zaznavanje pri prenosu western Lumi-Light Western 
Blotting Substrate (Merck, ZDA); 
- transfekcijski reagent PolyJet™ In Vitro DNA Transfection Reagent (SignaGen 
Laboratories, ZDA); 
- TRIS (SERVA Electrophoresis, Nemčija); 
- Triton X-100 (SERVA Electrophoresis, Nemčija); 
- Tween20 (Sigma-Aldrich, ZDA). 
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3.1.2 Aparature in material 
 
- 50-mililitrske centrifugirke Falcon (Thermo Fisher Scientific, ZDA); 
- brezprašna komora Labcaire (Wolflabs, Velika Britanija); 
- centrifuga (Eppendorf, Nemčija); 
- digestorij (Wesemann, Nemčija); 
- električni generator za AGE POWER PAC 3000 (Bio-Rad, ZDA); 
- električni generator za SDS-PAGE in prenos na membrano (Bio-Rad, ZDA); 
- gojitvene petrijevke (TPP, Švica); 
- gojitvene plastenke (25 in 75 cm2) (TPP, Švica); 
- inkubator (BINDER, Nemčija); 
- inkubator − stresalnik Certomat (B. Braun Biotech International, Nemčija); 
- invertni svetlobni mikroskop Zeiss Axio Observer (Zeiss, Nemčija); 
- kadička za agarozno elektroforezo Owl B1A (Thermo Fisher Scientific, ZDA); 
- kadičke in elektroforezni material za SDS-PAGE (Bio-Rad, ZDA); 
- klonirni plazmid myc-BioID2-MCS #74223 (addgene, ZDA); 
- komplet DreamTaq Green Polymerase (Thermo Fisher Scientific, ZDA); 
- komplet za čiščenje DNA iz gela in PCR NucleoSpin Gel and PCR Clean-up 
(Macherey-Nagel, Nemčija); 
- komplet za čiščenje in izolacijo plazmidne DNA NucleoSpin® Plasmid (Macherey-
Nagel, Nemčija); 
- komplet za ligacijo s T4 DNA ligazo M0202 (New England BioLabs, ZDA); 
- konfokalni mikroskop LSM 710 (Zeiss, Nemčija); 
- magnetno stojalo za ločevanje vzorcev z magnetnimi kroglicami (Invitrogen™; 
Thermo Fisher Scientific, ZDA); 
- mikrocentrifugirke (Eppendorf, Nemčija); 
- naprava za PCR Mastercycler Nexus X2 (Eppendorf, Nemčija); 
- naprava za slikanje gelov (UVITEC, Velika Britanija); 
- naprava za slikanje membran po western prenosu ChemiDoc (Bio-Rad, ZDA); 
- nitrocelulozna membrana (Sigma-Aldrich, ZDA); 
- objektna stekelca za opazovanje fiksiranih celičnih kultur pod mikroskopom 
Menzel™-Gläser (Thermo Fisher Scientific, ZDA); 
- kroţni mešalnik (B. Braun Biotech International, Nemčija); 
- pH-meter SevenEasy (Mettler Toledo, ZDA); 
- pipete (Eppendorf, Nemčija); 
- plošče s 24 vdolbinicami (TPP, Švica); 
- po meri izdelani začetni oligonukleotidi (Integrated DNA Technologies, ZDA); 
- spektrofotometer Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, ZDA); 
- termoblok ThermoShaker (Biometra, Nemčija); 
- ultrazvočni razbijalec Cell disruptor W185 (Sonifer; Branson, ZDA). 
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3.2 METODA BIOID IN PREGLED DELA  
 
Za določanje proteinov, vezanih na dipeptidne ponovitve, smo uporabili metodo BioID, ki 
obsega molekulsko kloniranje, izraţanje proteinov v sesalskih celicah, izolacijo 
biotiniliranih proteinov s streptavidinskimi magnetnimi kroglicami in identifikacijo 
proteinov z masno spektrometrijo. Proces je shematično prikazan na Sliki 11 in podrobneje 
opisan v naslednjih podpoglavjih. 
 
 
Slika 11: Prikaz metode BioID. Slika povzeta po Roux in sod., 2013. 
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3.3 MOLEKULSKO KLONIRANJE 
 
Ţeleli smo pripraviti rekombinantne ekspresijske vektorje za pet različnih proteinov z 
dipeptidnimi ponovitvami (DPR). Vstavki so nosili zapis za 125 dipeptidnih ponovitev, ki 
so bile zapisane z alternativnimi kodoni za posamezno aminokislino, zaradi česar je bila 
vsebnost nukleotidov GC v vstavku manjša v primerjavi s heksanukleotidnimi ponovitvami 
GGGGCC, ki jih sicer najdemo v človeškem genu C9orf72. Manjša vsebnost GC parov je 
olajšala veriţno polimerizacijo vstavkov. Vstavki z glicinom so vsebovali tudi oznako HA 
na N-koncu proteina. Vstavki, ki smo jih uporabili: 
- glicin-alanin, HA-(GA)125, 
- glicin-prolin, HA-(GP)125, 
- glicin-arginin, HA-(GR)125, 
- prolin-alanin, (PA)125, 
- prolin-arginin, (PR)125. 
 
Klonirni vektor, ki smo ga uporabili, je komercialno dostopen in je zgrajen na osnovi 
pcDNA 3.1. Nosi zapis za oznako Myc in encim biotin ligaza, kjer smo C-koncu dodali 
vstavke. Vektor je namenjen izraţanju v sesalskih celicah in nosi močan promotor CMV. 
Za kloniranje vektorja v bakterijskih celicah ima vektor zapis za odpornost na ampicilin. 
 
Za rekombinantne ekspresijske vektorje smo pripravili plazmidne mape s pomočjo spletno 
dostopnega programa Benchling, kot prikazujeta spodnji Sliki 12 in 13. Pet 
rekombinantnih vektorjev, ki smo jih pripravili iz klonirnega vektorja in vstavkov, je 
nosilo zapis za: 
- myc-BioID2-HA-(GA)125, 
- myc-BioID2-HA-(GP)125, 
- myc-BioID2-HA-(GR)125, 
- myc-BioID2-(PA)125, 
- myc-BioID2-(PR)125. 
 
Med encimom in smiselnimi dipeptidnimi ponovitvami je bil tudi krajši linker s 
13 aminokislinami (pribliţno 5,6 nm, če upoštevamo izračunane velikosti aminokislin po 
Ching in sod., 1989), ki je vključeval tudi oznako HA, med encimom in protismiselnimi 
dipeptidnimi ponovitvami je bil linker z 20 aminokislinami (pribliţno 7,8 nm). 
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Slika 12: Prikaz plazmidne mape za rekombinantne ekspresijske vektorje z vstavki za poli (GA), poli (GP) in 
poli (GR). Zapisi za razliko od tistih z vstavki poli (PA) in poli (PR) vsebujejo tudi oznako HA, zato sta 
slednja prikazana na svoji plazmidni mapi. 
 
 
Slika 13: Plazmidna mapa, ki prikazuje zapisa z vstavkoma poli (PA) in poli (PR). 
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Rekombinantne ekspresijske vektorje smo pripravili z metodo restrikcija-ligacija. Slika 14 
prikazuje shematski potek dela. 
 
 
Slika 14: Prikaz poteka dela pri molekulskem kloniranju. Kratica AGE označuje agarozno gelsko 
elektroforezo. 
 
3.3.1 PCR vstavkov, ki nosijo zapis za dipeptidne ponovitve 
 
Za pomnoţevanje vstavkov je bila uporabljena metoda PCR s padajočo temperaturo 
prileganja začetnih oligonukleotidov. Pri veriţni polimerizaciji smo uporabili začetne 
oligonukleotide, navedene v Preglednici 4, in DNA-polimerazo KOD (Novagen, Merck, 
ZDA), ki se aktivira pri visoki temperaturi in je zelo natančna pri prepisovanju. V 
Preglednici 3 najdemo podatke o pogojih pomnoţevanja s PCR. V prvih deset ciklih 
temperatura prileganja začetnih oligonukleotidov pada po 1 °C za vsak cikel. Naslednjih 
30 ciklov je temperatura prileganja začetnih oligonukleotidov stalna.  
 
Preglednica 1: Načrtovani začetni oligonukleotidi, njihova zaporedja, restrikcijska encima, katerih zapis 
nosijo zaporedja, in talilna temperatura (Tm). Zaporedje je sestavljeno iz treh delov: uvodnih treh baz, zapisa 
za restrikcijski encim in dela zaporedja, ki prilega na matrično DNA. Slednji so v zapisu zaporedja ločeni s 
presledkom. 
Začetni 
oligonukleotid 
Nukleotidno zaporedje Restrikcijski 
encim 
Tm 
[°C] 
Smerni, 
GA/GP/GR 
5'-ACA CTCGAG TTGGCATACCCATACGACGTCCCAGA-3' XhoI 67,6 
Smerni, PA/PR 5'-AAA CTCGAG GCGAATTGGCGGAAGGCCGTCAA-3' XhoI 68,8 
Protismerni 5'-CAC AAGCTT GCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCG-3' HindIII 69,5 
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Reakcijsko mešanico (Preglednica 2) za veriţno polimerizacijo smo pripravili po 
priporočilih proizvajalca DNA-polimeraze KOD. Mešanici smo dodali tudi DMSO, ki se 
priporoča pri reakcijah z visokimi vsebnostmi parov GC (Lorenz, 2012).  
 
Preglednica 2: Prikaz sestavin in koncentracij v reakcijski mešanici za PCR. 
Sestavina reakcijske mešanice Končna koncentracija 
10 x pufer za DNA-polimerazo KOD 1 x 
25 mM MgSO4 1,5 mM 
dNTP-ji (vsak 2 mM) 0,2 mM (vsak) 
Voda za PCR - 
DMSO (100 %) 10 % 
Smerni začetni oligonukleotid (10 µM)* 0,3 µM 
Protismerni začetni oligonukleotid (10 µM) 0,3 µM 
Matrična DNA (2 ng/µL) 0,2 ng/µL 
DNA-polimeraza KOD (1 U/µL) 0,02 U/µL 
 
Preglednica 3: Pogoji pomnoţevanja pri PCR s padajočo temperaturo prileganja. 
Korak Pogoji Število ciklov 
Aktivacija polimeraze 95 °C, 2 min 10 
Denaturacija DNA 95 °C, 20 s  
Prileganje zač. oligonukl. 75  65 °C, 10 s  
Podaljševanje DNA 70 °C, 20 s  
Denaturacija DNA 95 °C, 20 s 30 
Prileganje zač. oligonukl. 66 °C, 10 s  
Podaljševanje DNA 70 °C, 20 s  
Zadnji korak podaljševanja 72 °C, 7 min - 
 
3.3.2 AGE in izolacija pomnožkov iz gela 
 
Produkte PCR smo ločili z agarozno gelsko elektroforezo (AGE) na 1 % agaroznem gelu, 
ki smo mu dodali interkalarno DNA barvilo SYBR Safe (Invitrogen, Thermo Fisher 
Scientific, ZDA) v razmerju 1 : 10.000. Za opredelitev dolţine produktov veriţne 
polimerizacije smo uporabili standard DNA GeneRuler™ 100 bp Plus Ladder (Thermo 
Fisher Scientific, ZDA). Za pripravo gela in ločevanje smo uporabili pufer TAE (40 mM 
Tris, 20 mM etanojska kislina in 1 mM EDTA, pH 8,3). Vzorce smo ločevali pri napetosti 
80V pribliţno 45 min. 
 
Po končani ločitvi na agaroznem gelu smo izbrane fragmente DNA izrezali iz gela in jih 
izolirali z uporabo kompleta za izolacijo pomnoţkov iz gela NucleoSpin Gel and PCR 
Clean-up proizvajalca Macherey-Nagel po navodilih proizvajalca. 
 
3.3.3 Rezanje vstavkov in tarčnega plazmida 
 
Rezanje DNA smo izvedli z uporabo restrikcijskih encimov FastDigest XhoI in FastDigest 
HindIII (Thermo Fisher Scientific, ZDA) po navodilih proizvajalca. Po postopku restrikcije 
smo reakcijsko mešanico nanesli na AGE in nato fragment ustrezne velikosti očistili iz 
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gela z uporabo kompleta za izolacijo DNA iz gela NucleoSpin Gel and PCR Clean-up 
(Macherey-Nagel, Nemčija). 
 
3.3.4 Ligacija 
 
Ligacijo smo izvedli z ligazo T4 M0202 (New England BioLabs, ZDA) in 
predpripravljenim ligaznim pufrom, ki je del kompleta M0202, po navodilih proizvajalca. 
Ligacijo s tarčnim vektorjem myc-BioID2-MCS in vstavki HA-(GA)125, HA-(GP)125 in 
(PA)125 smo izvedli v razmerju 1 : 5 (vektor : vstavek), v primeru vstavkov HA-(GR)125 in 
(PR)125 pa v razmerju 1 : 10. Vzorce smo inkubirali pri 16 °C čez noč. Ob koncu 
prekonočne inkubacije smo vzorce kuhali pri 65 °C 10 min, da smo inaktivirali ligazo, nato 
pa ohladili na 4 °C. 
 
3.3.5 Transformacija 
 
Dobljeni ligacijski produkt smo vstavili v kompetentne bakterijske celice E. coli Stbl3 v 
procesu transformacije. Celice E. coli smo gojili v gojišču LB (Sigma-Aldrich, ZDA) z 
dodanim ampicilinom (100 µg/mL)  pri 37 °C. 
 
Kompetentne celice smo inkubirali na ledu 5 min. Zatem smo dodali 3 µL ligacijske 
mešanice (oziroma 1−10 ng očiščene pDNA) v 50 µL kompetentnih celic E. coli Stbl3. 
Mešanico smo inkubirali na ledu 30 min, nato pa pri 42 °C izvedli toplotni šok, ki je trajal 
30 s. Mešanico smo ponovno inkubirali na ledu 10 min. Po inkubaciji smo dodali 445 µL 
medija SOC in inkubirali 60 min pri 37 °C in stresali pri 660 obratih na minuto (rpm). Na 
predhodno ogrete (37 °C) plošče LBA z ampicilinom smo razmazali transformirane 
bakterije. Plošče smo inkubirali prek noči pri 37 °C. 
 
3.3.6 Prenos kultur v tekoče gojišče in priprava trajnih kultur 
 
Izbrane kolonije smo iz agarne plošče aseptično prenesli v epruvete s 5 mL sterilnega, 
tekočega gojišča LB z ampicilinom. Inokulirane kolonije smo inkubirali prek noči pri 
37 °C. Tudi trajne kulture smo pripravili tako, da smo 750 µL prekonočne kulture prenesli 
v sterilno zamrzovalno stekleničko, kamor smo dodali še 250 µL 80 % glicerola. Kulture 
smo nato zamrznili pri -80 °C. Nukleotidno zaporedje shranjenih kultur je bilo prav tako 
sekvencirano. 
 
3.3.7 Izolacija plazmidne DNA in kontrolna restrikcija 
 
Plazmidno DNA smo izolirali iz preknočne kulture z uporabo kompleta za čiščenje in 
izolacijo plazmidne DNA NucleoSpin® Plasmid po navodilih proizvajalca (Macherey-
Nagel, Nemčija). V zadnjem koraku izolacije smo plazmidno DNA eluirali v 50 µL 
elucijskega pufra. Pridobljenim vzorcem plazmidov smo nato izmerili koncentracijo s 
spektrofotometrom NanoDrop. Domnevno pozitivne transformante smo sprva določili s 
kontrolno restrikcijo (kot je opisano v poglavju 3.3.4), pozneje pa preverili pravilnost 
nukleotidnega zaporedja s sekvenciranjem. 
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3.3.8 Sekvenciranje 
 
S sekvenciranjem pozitivnih transformant kontrolne restrikcije smo preverili zaporedje in 
potrdili, da smo dobili ţelene rekombinantne ekspresijske vektorje. Vzorce smo poslali na 
sekvenciranje zunanjemu izvajalcu GATC Biotech (Nemčija). 
 
Vzorce za sekvenciranje smo pripravili tako, da smo v mešanici s končnim volumnom 
10 µL imeli koncentracijo plazmidne DNA 80-100 ng/µL in začetnih oligonukleotidov za 
določanje nukleotidnega zaporedja 2,5 µM. Za sekvenciranje smo uporabili začetna 
oligonukleotida CMV-F (zaporedje: CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG) in BGH-R 
(zaporedje: TAGAAGGCACAGTCGAGG). 
 
Zaporedja smo analizirali s pomočjo spletne programske opreme Benchling, kjer smo za 
poravnavo zaporedij uporabili algoritem MAFFT. 
 
3.4 DELO S CELIČNIMI KULTURAMI 
 
3.4.1 Gojenje celic 
 
Pri delu smo uporabljali celično linijo HEK293T, ki je izpeljana iz človeških zarodnih 
ledvičnih celic. Celično kulturo smo gojili v plastenkah z rastno površino 25 in 75 cm
2
 v 
tekočem gojišču (v nadaljevanju »popolno gojišče«) DMEM + GlutaMAX 
(ang. Dulbecco's Modified Eagle's Medium; Gibco, Thermo Fisher Scientific, ZDA), z 
dodatkom 10 % (v/v) fetusnega seruma goveda (FBS) in dodatkom raztopine antibiotika 
penicilina (100 enot/ml) in streptomicina (100 μg/ml) (Thermo Fisher Scientific, ZDA). 
Gojišče smo zamenjali s sveţim vsakih 48 h. 
 
3.4.2 Precepljanje celic 
 
Sesalskim celicam, ki so konfluentno preraščale gojitvene plastenke, smo pred 
precepljanjem v nove gojitvene posodice najprej odsesali staro gojišče in celice sprali z 
10 mL DPBS (ang. Dulbecco's Phosphate Bufered Saline; Sigma-Aldrich, ZDA), ki smo 
ga nato odsesali. Adherentni kulturi smo dodali 1 mL reagenta TrypLE Select (segretega 
na 37 °C; Gibco, Thermo Fisher Scientific, ZDA) na 75 cm
2
 gojitvene površine, s čimer 
smo zagotovili popolno prekritost celic z reagentom, in celice inkubirali pet minut pri 
37 °C. Po inkubaciji smo pod invertnim mikroskopom preverili, ali so se celice odlepile in 
plavale posamično, in po potrebi lahno tapnili plastenko. Odlepljenim celicam smo dodali 
11 mL popolnega gojišča na 75 cm
2
 gojitvene površine.  
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3.4.3 Štetje celic s hemocitometrom (Neubauerjeva števna komora) 
 
Celice smo postrgali s plošče, kot je opisano v točki 3.4.2. Iz suspenzije celic smo odvzeli 
20 μl in jim dodali 20 μl barvila tripan modro (0,4 % (m/v)), ki nam omogoča, da ţive 
celice ločimo od mrtvih, saj prehaja le skozi poškodovane celične membrane. Ţive celice 
barvila ne prepuščajo, zato jih pod mikroskopom ločimo od mrtvih, saj so svetle. 10 μl 
tako pripravljene suspenzije celic smo odpipetirali v števno komoro, nato pa pod 
mikroskopom prešteli ţive celice. Koncentracijo celic smo preračunali po enačbi (1). 
 
c [št. celic/ml] = 2 × 10
4
 × (prešteto število celic v 9 kvadrantih)/ 9  ... (1) 
 
3.4.4 Prehodno izražanje rekombinantnih proteinov 
 
V humani celični liniji HEK293T smo izraţali šest transfeciranih proteinov, in sicer biotin 
ligazo (BirA) in pa biotin ligazo, ki je bila konjugirana z dipeptidnimi ponovitvami GA, 
GP, GR, PA ali PR. Za pripravo vzorcev za test »pull down« smo celice HEK293T 
nacepili na 100-mm plošče za gojenje celičnih kultur z gostoto 3×10
6
 celic/ploščo v 10 ml 
popolnega gojišča. Celice smo inkubirali 24 ur in nato opravili prehodno transfekcijo z 
uporabo transfekcijskega reagenta PolyJet (SignaGen Laboratories, ZDA) po navodilih 
proizvajalca. Celice so v tem času prerasle 70−80 % površine plošč. Celicam smo 60 minut 
pred transfekcijo odsesali staro gojišče in ga nadomestili s sveţim, na 37 °C ogretim 
popolnim gojiščem (10 mL za 100-milimetrsko ploščo in 1 mL za eno vdolbinico plošče s 
24 vdolbinicami). Za posamezen ekspresijski plazmid smo pripravili osnovno zmes tako, 
da smo 7 µg plazmidne DNA (priporočilo proizvajalca; Preglednica 4) odpipetirali v 
350 µL gojišča in nekajkrat počasi resuspendirali s pipeto. Nato smo za transfekcijski 
reagent PolyJet™ pripravili osnovno zmes tako, da smo po priporočilih proizvajalca 
(Preglednica 4) ustrezno količino reagenta dodali v gojišče DMEM in nato 3−4 x počasi 
resuspendirali s pipeto. Vsaki od šestih pripravljenih osnovnih zmesi s plazmidno DNA 
smo dodali osnovno zmes z reagentom PolyJet™ in 3−4 x počasi resuspendirali s pipeto. 
Reakcijske zmesi smo inkubirali 15 min pri sobni temperaturi, da je transfekcijski reagent 
tvoril komplekse z molekulami DNA. Po končani inkubaciji smo reakcijske zmesi s 
kompleksi PolyJet™/DNA dodali po kapljicah: 
- 50 µL/vdolbinico plošče s 24 vdolbinicami, 
- 500 µL v vsako 100-milimetrsko ploščo. 
Plošče smo nato 24 ur inkubirali pri 37 °C in 5 % CO2. 
 
Preglednica 4: Priporočene količine reagentov za različno velike plošče, ki jih priporoča proizvajalec 
transfekcijskega reagenta PolyJet™. 
Gojitvena plošča Gojišče 
[mL]  
Plazmidna 
DNA [µg] 
Redčitveni volumen [mL] Reagent 
PolyJet™ [µL] 
100-milimetrska 
plošča 
5,0 5,0 2 × 0,250 15 
Plošča s 24 
vdolbinicami 
0,5 0,5 2 × 0,025 1,5 
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3.5  OZNAČEVANJE IN ČIŠČENJE BIOTINILIRANIH PROTEINOV PO METODI  
 BIOID2 
 
3.5.1 Označevanje celic z biotinom 
 
Štiriindvajset ur po transfekciji smo celicam zamenjali gojišče. Najprej smo odsesali staro 
gojišče s transfekcijskim reagentom, nato smo dodali enak volumen DPBS-ja, da smo 
odstranili ostanke starega gojišča, in DPBS odsesali. Vsaki 100-milimetrski plošči smo 
dodali 10 mL popolnega gojišča, ogretega na 37 °C, in biotin (Sigma-Aldrich, ZDA) v 
končni koncentraciji 50 µM; vsaki vdolbinici plošče s 24 vdolbinicami pa 500 µL 
popolnega gojišča, ogretega na 37 °C, in biotin v končni koncentraciji 50 µM (zasnovo 
poskusa prikazuje Slika 15). Plošče smo inkubirali 16 ur pri 37 °C in 5 % CO2. Lizate celic 
s 100-milimetrskih plošč smo kasneje uporabili za vezavo na streptavidinske kroglice in 
določanje profila biotiniliranih proteinov (test »pull down«); celice prve polovice plošče s 
24 vdolbinicami smo uporabili za določanje lokalizacije biotiniliranih proteinov in 
transfeciranih proteinov z dipeptidnimi ponovitvami v celicah s pomočjo konfokalne 
mikroskopije; celice druge polovice pa za shranjevanje neobdelanih celičnih lizatov. 
Časovnica poskusa je prikazana na Sliki 16. 
 
 
Slika 15: Prikaz zasnove poskusa. Za izraţanje proteinov smo pripravili šest 100-milimetrskih plošč (lizati za 
test »pull down«) in eno ploščo s 24 vdolbinicami (lokalizacija, neobdelani lizati). Izraţali smo Myc-BioID2, 
Myc-BioID2-HA-GA125, Myc-BioID2-HA-GP125, Myc-BioID2-HA-GR125, Myc-BioID2-PA125 in Myc-
BioID2-PR125. − Zaradi preglednosti so imena oznak (myc, HA) na sliki izpuščena. − Pri 100-milimetrskih 
ploščah smo vse vzorce inducirali z biotinom, pri plošči s 24 vdolbinicami pa smo vrstice, ki so na sliki 
označene s +, inducirali, vrstice, označene z –, pa ne.  
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Slika 16: Shematski prikaz poteka poskusa. Časovnica prikazuje izraţanje proteinov in delo s proteini. 
 
3.5.2 Izolacija in vezava označenih proteinov na streptavidinske kroglice 
 
Po preteku 16 ur inkubacije z biotinom smo pripravili celične lizate, iz katerih smo nato s 
pomočjo magnetnih kroglic, prekritih s streptavidinom, izolirali biotinilirane proteine. 
Celicam smo nadomestili popolno gojišče in inkubirali 5 min pri 37 °C, s čimer smo ţeleli, 
da bi morebitni odvečni, nevezani biotin difundiral v sveţe gojišče. Po inkubaciji smo 
adherentne celice v gojišču postrgali s strgalom in jih prenesli v 50-mililitrske 
centrifugirke. Celice smo centrifugirali (5 min pri 1200 vrt./min in 4°C), odsesali 
supernatant in pelet sprali z 10 ml hladnega DPBS. Nato smo celice ponovno centrifugirali 
(5 min pri 1200vrt./min in 4°C) in ponovili postopek spiranja z DPBS. Pelet smo prenesli v 
ohlajene 2-mL mikrocentrifugirke in vsakemu od vzorcev dodali po 600 µL pufra za lizo 
celic (50 mM Tris, pH 7,4, 500 mM NaCl, 0,2 % (m/v) SDS, 1 mM DTT, mešanica 
preotaznih inhibitorjev (cOmplete™ ULTRA Tablets, Mini, EDTA-free; Merck, ZDA)) in 
pelet resuspendirali. Nato smo vsakemu vzorcu, ki je bil hranjen na ledu, dodali 60 µL 
330 mM Triton X-100. Sledila je ultrazvočna obdelava vzorcev (cikel: 0,6; amplituda: 
70 %), in sicer v štirih intervalih po 15 s z vmesnimi 15 s inkubacijami na ledu. Po 
ultrazvočni obdelavi smo vsakemu vzorcu dodali 600 µL 50 mM Tris-HCl (pH 7,5), 
V(lizni pufer) : V(Tris-HCl) = 1 : 1) in vzorce centrifugirali (10 min pri 16.500 × g in 4 °C). 
Supernatant, ki je vseboval celične proteine, smo prenesli v nove 2-mL mikrocentrifugirke. 
Vsebini vsakega vzorca smo dodali 100 µL streptavidinskih kroglic Dynabeads MyOne 
Streptavidin T1 (Thermo Fischer Scientific, ZDA), katerih končna koncentracija je pribl. 
6−7 × 108 magnetnih kroglic/mL, tako je bil končni volumen vzorca pribliţno 1300 µL. 
Vzorce smo na kroţnem mešalniku inkubirali čez noč pri 4 °C. 
 
Ob vzporednem liziranju celic na 100-milimetrskih ploščah smo izvedli tudi lizo celic na 
plošči s 24 vdolbinicami. Celice smo najprej 2 x sprali s hladnim DPBS. Ko smo DPBS 
odsesali, smo v vsako vdolbinico dodali 30 µL 2x SDS nanašalnega pufra (143 mM SDS, 
2,74 × 10
3
 mM glicerol, 120 mM Tris-HCl, pH 6,8, 0,02 % (m/v) bromfenolmodro, 
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100 mM DTT) in celice postrgali z gojitvene površine. Vzorce smo nato prenesli v 
mikrocentrifugirke in jih kuhali 10 min pri 95 °C. Po kuhanju smo pri -20 °C dobljene 
vzorce shranili. 
 
3.5.3 Čiščenje proteinov in elucija 
 
Po vezavi biotiniliranih proteinov na magnetne streptavidinske kroglice smo le-te v več 
korakih spirali s pufri za spiranje, da bi iz vzorca izločili nespecifično vezane proteine in 
nečistoče, ki motijo detekcijo proteinov, ki imajo s transfeciranimi proteini interakcijo.  
 
Po končani preknočni inkubaciji celičnih lizatov in magnetnih kroglic pri 4 °C smo vzorce 
izenačili na sobno temperaturo (30 min). Mikrocentrifugirke smo postavili na magnetno 
stojalo in počakali 3 min, da so se vse magnetne kroglice posedle. Nato smo previdno 
odstranili supernatant, ki je vseboval nevezano frakcijo proteinov. 
 
Sledilo je spiranje magnetnih kroglic: 
1. Magnetnim kroglicam smo dodali 1500 µL pufra za spiranje 1 (PS1: 2 % 
SDS (m/v)) , vsebino smo nato prestavili v nove 2-mL mikrocentrifugirke in vzorce 
za 8 min postavili na kroţni mešalnik. Vzorce smo po mešanju postavili na 
magnetno stojalo in počakali 3 min, da so se vse magnetne kroglice posedle, in 
previdno odstranili supernatant. Postopek spiranja smo enkrat ponovili. 
2. Magnetnim kroglicam smo dodali 1500 µL pufra za spiranje 2 (PS2: 0.1% (m/v) 
deoksiholinska kislina, 1 % (m/v) Triton X-100, 1 mM EDTA, 500 mM NaCl,  50 
mM HEPES; pH 7,5) vsebino smo nato prestavili v nove 2-mL mikrocentrifugirke 
in vzorce za 8 min postavili na kroţni mešalnik. Vzorce smo po mešanju postavili 
na magnetno stojalo in počakali 3 min, da so se vse magnetne kroglice posedle in 
previdno odstranili supernatant. Postopek spiranja s PS2 smo dvakrat ponovili. 
3. Magnetnim kroglicam smo dodali 1500 µL pufra za spiranje 3 (PS3: 0,5 % (m/v) 
deoksiholinska kislina, 0,5 % (m/v) NP-40, 1 mM EDTA, 250 mM LiCl, 10 mM 
Tris-HCl; pH 7,4) vsebino smo nato prestavili v nove 2-mL mikrocentrifugirke in 
vzorce za 8 min postavili na kroţni mešalnik. Vzorce smo po mešanju postavili na 
magnetno stojalo in počakali 3 min, da so se vse magnetne kroglice posedle in 
previdno odstranili supernatant. Postopek spiranja s PS3 smo dvakrat ponovili. 
 
Magnetnim kroglicam smo dodali 1500 µL pufra za spiranje 4 (PS4: 50 mM Tris-HCl; 
pH 7,5). Po 300 µL suspenzije magnetnih kroglic iz vsakega vzorca smo nato prestavili v 
novo mikrocentrifugirko in jo za 8 min postavili na kroţni mešalnik. Iz vsakega vzorca 
smo odpipetirali 300 µL v nove mikrocentrifugirke, jih postavili na magnetno stojalo in 
počakali 3 min, preden smo previdno odstranili supernatant. Streptavidinskim kroglicam 
smo nato dodali 100 µL 1x SDS nanašalnega pufra in vzorce kuhali 5 min pri 98 °C. 
Eluirane vzorce smo shranili pri -20 °C za kasnejšo analizo z western prenosom. 
Mikrocentrifugirke s preostalimi 1200 µL vsebine smo postavili na magnetno stojalo in 
počakali 3 min, da so se vse magnetne kroglice posedle, previdno odstranili supernatant in 
dodali 50 µL 50 mM NH4HCO3. Vzorce smo takoj po dodatku NH4HCO3 hipno zamrznili 
tako, da smo jih namočili v tekoči dušik. Vzorce smo shranili pri -80 °C za nadaljnjo 
analizo z masno spektrometrijo. 
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Preglednica 5: Pufri za spiranje, ki smo jih uporabili pri čiščenju vzorcev testa »pull down«. 
Pufer Sestava Volumen 
posameznega 
spiranja [mL] 
Število 
spiranj 
PS1 2 % SDS 1,50 2 
PS2 0,1 % (m/v) deoksiholinska kislina, 1 % (m/v) Triton X-100, 1 
mM EDTA, 500 mM NaCl, 50 mM HEPES (pH 7,5) 
1,50 3 
PS3 0,5 % (m/v) deoksiholinska kislina, 0,5 % (m/v) NP-40, 1 mM 
EDTA, 250 mM LiCl, 10 mM Tris-HCl (pH 7,4) 
1,50 3 
Tris-HCl 50 mM Tris-HCl (pH 7,5) 1,50 1 
 
3.6 OSNOVNE BIOKEMIJSKE METODE 
 
3.6.1 Ločevanje označenih proteinov s SDS-PAGE 
 
Profil eluiranih biotiniliranih proteinov s streptavidinskih kroglic smo preverili z western 
prenosom, v času optimizacije pa tudi z barvanjem gela s srebrom. Za zaznavanje 
proteinov z obema metodama je najprej potrebno izvesti poliakrilamidno gelsko 
elektroforezo (SDS-PAGE).  
 
Vzorci, ki smo jih nanašali na poliakrilamidni gel, so bili eluirani v 1x SDS nanašalni 
pufer. Vzorcem smo pred nanosom dodali sveţ DTT, da je bila končna koncentracija v 
vzorcih 50 mM, in jih kuhali 15 min pri 95 °C. Po kuhanju smo vzorce centrifugirali 2 min 
pri 12.100 × g. Nanos vzorca na gel je bil odvisen od občutljivosti metode za detekcijo 
proteinov na poliakrilamidnem gelu. Za preverjanje izraţanja rekombinantnih fuzijskih 
proteinov s protitelesom proti oznaki Myc smo nanesli 4 µg proteinov iz vzorcev z 
neobdelanimi celičnimi lizati in 10 µL (ena desetina izoliranih proteinov; koncentracije 
proteinov so prenizke, da bi volumen prilagajali masni vsebnosti) iz vzorcev testa »pull 
down«, za pregled profila biotiniliranih proteinov s streptavidinom smo nanesli 2,5 µL 
(1/40 izoliranih proteinov) iz vzorcev testa »pull-down«, za pregled profila proteinov z 
barvanjem s srebrom pa 25 µL (ena četrtina izoliranih proteinov) iz vzorcev testa »pull-
down«. 
 
Pri SDS-PAGE smo uporabili 12 % Tris-glicinski poliakrilamidni gel Novex™ (Thermo 
Fischer Scientific, ZDA), proteinski standard PageRuler™ 10-250 kDa (Thermo Fischer 
Scientific, ZDA) in elektroforezni pufer (357 mM SDS, 192 mM glicin, 25 mM Tris-HCl, 
pH 8,4). Poliakrilamidna gelska elektroforeza je potekala 90 minut pri 125 V, 25 W in 
začetnem toku 30 mA. 
 
3.6.2  Western prenos, preverjanje izražanja transfeciranih proteinov in detekcija  
 biotiniliranih proteinov s streptavidinom 
 
Po končanem SDS-PAGE smo gel za 5 minut namočili v pufer za western prenos 
(4,94 × 10
3
 mM metanol, 192 mM glicin, 25 mM Tris, pH 8,4), ki je vseboval metanol. 
Gel smo za tem namestili na nitrocelulozno membrano (ki smo jo pred tem nekaj minut 
namakali v pufru za western prenos) in dodali gobico ter filtrirni papir na vsako stran, nato 
pa vse skupaj prenesli v kadičko za prenos, napolnjeno s pufrom za western prenos, ki je 
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vseboval metanol. Prenos je potekal 90 min pri 200 mA. Po končanem prenosu proteinov 
na membrano smo membrano 10 min spirali v pufru TBS (150 mM NaCl, 50 mM Tris, 
pH 7,5). Izraţanje DPR proteinov s protitelesi proti oznaki Myc in profil biotiniliranih 
proteinov s streptavidinom smo preverjali na ločenih membranah. 
 
Pri pregledu izraţanja DPR proteinov smo membrano blokirali 1 uro v blokirnem pufru 
(5 % (m/v) kot mleko v TBS z dodatkom 0,1 % (v/v) Tween 20 (TBST)) pri sobni 
temperaturi. Membrano smo nato prek noči pri 4 °C inkubirali v blokirnem pufru, ki smo 
mu dodali primarno protitelo proti oznaki Myc (Cell Signaling Technology, ZDA) v 
razmerju 1 : 2500, ki smo ga redčili v blokirnem pufru. Po inkubaciji s primarnim 
protitelesom smo membrano spirali s TBST trikrat po 15 min. Zatem smo membrano 1 uro 
inkubirali s sekundarnimi protitelesi, konjugiranimi s HRP (Jackson ImmunoResearch 
Laboratories, ZDA), ki smo jih redčili v razmerju 1 : 10.000 v 0,5 % blokirnem pufru. 
Membrano smo nato spirali v TBST trikrat po 15 min. Za razvijanje signala smo uporabili 
reagent LumiLight (Roche, Švica) po navodilih proizvajalca in nato signal posneli z 
napravo ChemiDoc (Bio-Rad, ZDA). 
 
Pri pregledu profila biotiniliranih proteinov smo membrano 1 uro blokirali v 5 % (m/v) 
BSA (brez biotina, da ni motilo signala biotiniliranih proteinov) v TBST pri sobni 
temperaturi. Membrano smo nato prek noči inkubirali v blokirnem pufru, ki smo mu dodali 
streptavidin-HRP v razmerju 1 : 5000 pri 4 °C. Membrano smo nato spirali v TBST trikrat 
po 15 min. Za razvijanje signala smo uporabili reagent LumiLight (Roche, Švica)  po 
navodilih proizvajalca in nato signal posneli z napravo ChemiDoc (Bio-Rad, ZDA). 
 
3.6.3 Barvanje poliakrilamidnega gela s srebrom 
 
Gel smo barvali s srebrom, ker je zelo občutljiva metoda za zaznavanje proteinov, ima 
dobro ponovljivost in ker omogoča nadaljnjo analizo z masno spektrometrijo (Chevallet in 
sod., 2006).  
 
Po končani SDS-PAGE smo gel dve uri fiksirali v raztopini 11,1 × 10
3
 mM metanola in 
873 mM ocetne kisline v deionizirani vodi. Po končani fiksaciji smo gel najprej 20 minut 
spirali v 12,4 × 10
3
 mM metanolu (v deionizirani vodi) in nato še dvakrat po 15 minut v 
deionizirani vodi. Sledila je senzitacija v 0,633 mM Na2S2O3 v deionizirani vodi, ki je 
trajala natanko eno minuto, po kateri smo gel spirali trikrat po 20 sekund v deionizirani 
vodi. Zatem smo gel v temi barvali 15 minut v 5,89 mM AgNO3, 54,8 mM formaldehida v 
deionizirani vodi. Gel smo nato spirali trikrat po 20 sekund v deionizirani vodi in ga po 
končanem spiranju prestavili v novo petrijevko. Postopek smo zaključili s korakom 
razvijanja v 283 mM Na2CO3, 18,2 mM formaldehida, 2 mL raztopine za senzitizacijo v 
98 mL deionizirane vode, ki smo ga ustavili z 1,75 × 10
3
 mM raztopino ocetne kisline 
takoj, ko smo na gelu opazili obarvan profil biotiniliranih proteinov (pazili smo, da se ni 
celoten gel obarval rjavo). Gel smo v 1,75 × 10
3
 mM raztopini ocetne kisline inkubirali 
10 minut, po koncu pa prestavili v deionizirano vodo in posneli fotografije s pomočjo 
naprave ChemiDoc (Bio-Rad, ZDA). 
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3.7  LOKALIZACIJA TRANSFECIRANIH IN BIOTINILIRANIH PROTEINOV IN  
 VITRO Z UPORABO KONFOKALNEGA MIKROSKOPA 
 
3.7.1 Prekrivanje krovnih stekelc s poli-L-lizinom 
 
Pred začetkom dela s celicami je bilo potrebno krovna stekelca, na katera smo kasneje 
fiksirali celice, prekriti s poli-L-lizinom, ki preprečuje, da bi se med trajanjem poskusa 
celice prekomerno spirale s preparata. Krovna stekelca smo sterilno vstavili v vdolbinice 
plošče s 24 vdolbinicami. V vsako smo s stekelcem nato dodali 500 µL 0,1 mg/mL poli-L-
lizina in ploščo rahlo pretresli, da se je tekočina enakomerno razporedila po vdolbinici, 
nato pa inkubirali 10 min. Po končani inkubaciji smo poli-L-lizin odsesali in vdolbinice 
dvakrat izprali z vodo za celične kulture tako, da smo nanesli 1 mL vode in nato vsebino 
odsesali. Stekelca so se nato štiri ure sušila v aseptičnih pogojih. 
 
3.7.2 Imunocitokemijsko označevanje rekombinantnih in biotiniliranih proteinov 
 
V celicah, ki smo jih gojili na krovnih stekelcih v plošči s 24 vdolbinicami, smo prehodno 
izraţali proteine, kot je opisano v poglavju 3.4.4. Nato smo celice označevali z biotinom, 
kot je opisano v poglavju 3.5. Po poteku 24-urne inkubacije z biotinom smo celice najprej 
dvakrat sprali z raztopino PBS in jih nato 20 minut fiksirali v 4 % (v/v) paraformaldehidu 
(PFA) v temi pri sobni temperaturi. Po fiksaciji smo odstranili PFA in dvakrat sprali z 
raztopino PBS. Sledila je permeabilizacija, pri kateri smo celice 15 minut inkubirali v 
raztopini 0,1 % Triton X-100 in 3 % BSA, ki je bila pripravljena v pufru PBS. Ko smo 
odstranili permeabilizacijsko raztopino, smo dodali 3 % BSA (brez biotina), ki je bil 
pripravljen v pufru PBS, in blokirali 60 minut. Po končanem blokiranju smo celicam 
dodali primarno protitelo proti oznaki Myc v razmerju 1 : 8000 (redčeno v 3 % BSA v 1 x 
DPBS) in pustili delovati prek noči pri 4 °C. Naslednji dan smo odstranili primarno 
protitelo, celice trikrat po pet minut sprali s pufrom PBS in v razmerju 1 : 500 dodali 
sekundarno protitelo 4410S proti mišjemu IgG (H+L), konjugirano z Alexa Fluor™ 647, 
streptavidin, konjugiran z ATTO 488 (v razmerju 1 : 2000), v katerih smo celice pri sobni 
temperaturi in v temi inkubirali eno uro. Sekundarno protitelo in streptavidin smo redčili v 
3 % BSA v 1 x DPBS. Po končani inkubaciji smo celice trikrat po 5 minut sprali v pufru 
PBS in zatem dodali barvilo DAPI (300 nM v PBS), v katerem smo celice pri sobni 
temperaturi in v temi inkubirali deset minut. Po končani inkubaciji smo celice ponovno 
spirali trikrat po pet minut v pufru PBS. Sledilo je nameščanje celičnih vzorcev na 
objektna stekelca, pri čemer smo uporabili reagent FluorSave Reagent (ena kapljica za 
posamezen vzorec celic). Vzorce na objektnih stekelcih smo posušili pri sobni temperaturi 
in jih shranili pri 4 °C do pregleda z mikroskopom. 
 
3.7.3 Konfokalna mikroskopija 
 
Vzorce smo pregledali s konfokalnim mikroskopom Zeiss LSM 710 pri povečavi 63 x in 
posneli fotografije celic na valovnih dolţinah 647 in 488 nm. 
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3.8 ANALIZA OZNAČENIH PROTEINOV Z MASNO SPEKTROMETRIJO 
 
Vzorce kandidatnih proteinov, označenih z biotinom, smo poslali na analizo zunanjim 
izvajalcem v ustanovo Oxford Advanced Proteomics Facility (Velika Britanija), kjer so 
izvedli tekočinsko kromatografijo, sklopljeno z masno spektrometrijo (LC-MS). 
Pridobljene podatke je zdruţilo in pripravilo podjetje InViva Consulting. 
 
Vzorci, ki so prispeli na ustanovo za analizo, so bili obdelani z metodo cepitve na 
kroglicah (ang. on-bead digest). Proces analize je imel tri korake. Najprej je bilo potrebno 
pripraviti vzorce, sledila je LC-MS, na koncu pa je bila opravljena kvantifikacija 
rezultatov. Magnetnim kroglicam, ki so bile po čiščenju (glej poglavje 3.5.3) shranjene v 
50 µL NH4HCO3, so dodali 100 µL Tris-HCl (pH 7,8) in 1 µg tripsina, nato pa prek noči 
vzorce inkubirali pri 37 °C. Zatem so dodali metanojsko kislino do končne koncentracije 
1 %, nadaljevali z izsoljevanjem vzorcev na kartušah SOLA C-18 in jih na koncu hitro 
osušili. Osušene vzorce so po tem resuspendirali v 50 µL 100 mM TAEB. Sledilo je 
ovrednotenje koncentracije peptidov s pomočjo kompleta Pierce Quantitative Colorimetric 
Peptide Assay (Thermo Fisher Scientific, ZDA). Ko so bile koncentracije peptidov v 
vzorcih znane, so peptide postopno označili s tandemskimi masnimi oznakami (TMT): 
najprej 15,6 µg, nato pa še preostalih 12 µg. Pripravljene vzorce peptidov so nanesli v LC-
MS Fusion Lumos z enournim gradientom, pri čemer so uporabili metodo MS3 
»multinotch«. Analizo podatkov so izvedli s programsko opremo Proteome Discoverer 2.2 
s pomočjo Sequest. 
 
Po pridobljenih rezultatih masne spektrometrije smo opravili nadaljnje analize podatkov o 
kandidatnih proteinih. Najprej smo seznam kandidatnih proteinov posameznih zvrsti DPR 
primerjali s seznamom kandidatnih proteinov kontrole in za nadaljnjo interpretacijo 
ohranili le tiste proteine, katerih pojavnost je bila v vzorcih posameznih zvrsti DPR dvakrat 
večja v primerjavi z vsebnostjo v vzorcu kontrole. Za kontrolo smo uporabili vzorec 
biotiniliranih proteinov, izoliranih iz celic, ki so izraţale transfecirano biotin ligazo 
(BioID2). S tem smo ţeleli s seznama kandidatnih proteinov opustiti proteine, ki jih je 
celica biotinilirala neodvisno od našega poskusa (npr. karboksilaze), in proteine, ki so se 
biotinilirali na račun interakcije z biotin ligazo.  
 
Ob določanju proteinov, vezanih na dipeptidne ponovitve, smo s spletnim orodjem GOrilla 
(http://cbl-gorilla.cs.technion.ac.il/) opravili obogatitveno analizo genskih skupin in na ta 
način preverili, v katere biološke procese so ti proteini vpleteni in kateri od teh procesov 
najbolj izstopajo. Najprej smo kandidatne proteine na seznamu razvrstili glede na njihovo 
pojavnost v vzorcu in jih povezali z identifikacijsko oznako v spletni bazi UniProt 
(https://www.uniprot.org/), kjer ima vsak protein anotirane biološke procese, v katerih 
sodeluje. Za vsakega izmed anotiranih bioloških procesov, ki so povezani z naborom 
kandidatnih proteinov, orodje GOrilla statistično ovrednoti, ali je značilno povezan, pri 
čemer upošteva število proteinov, pri katerih je prisotna anotacija določenega biološkega 
procesa, in kolikšen deleţ proteinov s to anotacijo se nahaja na vrhu seznama kandidatnih 
proteinov. Več kot je proteinov z določeno anotacijo in bolj kot so ti proteini zgoščeni na 
vrhu seznama kandidatnih proteinov, manjša bo pripisana P-vrednost za določen biološki 
proces, kar nakazuje na večjo poudarjenost biološkega procesa. Orodje za statistično 
analizo uporablja minimalno hipergeometrično porazdelitev. 
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4 REZULTATI 
 
Da bi določili proteine, vezane na dipeptidne ponovitve, ki se prek RAN-translacije 
izrazijo iz G4C2 ponovitev gena C9orf72, smo pri vsaki izmed petih zvrsti proteinov DPR 
uporabili zapis za 125 dipeptidnih ponovitev (Slika 17), na katere je bila vezana biotin 
ligaza, označena z oznako Myc, prek krajšega linkerja. Izraţanje proteinov je potekalo pod 
promotorjem CMV v sesalskih celicah HEK293T. Pri vseh poskusih smo vključili biotin 
ligazo brez vezanih dipeptidnih ponovitev, ki je sluţila kot kontrola izraţanja in 
biotinilacije. Izraţanje vseh šestih proteinov, tj. petih proteinov DPR z biotin ligazo in 
biotin ligaze brez dipeptidnih ponovitev, je bilo izvedeno v enakih pogojih. 
 
Najprej smo se z western prenosom in lokalizacijo proteinov v celicah ţeleli prepričati, da 
se proteini z dipeptidnimi ponovitvami izraţajo enako, kot bi se, če nanje ne bi bila vezana 
biotin ligaza (primerjava z literaturo), in da je njihova velikost (molekulska masa) skladna 
s pričakovano. Po validaciji lokalizacije in velikosti transfeciranih proteinov smo preverjali 
biotinilacijo proteinov v celici. Prisotnost in lego proteinov, ki smo jih izraţali, smo 
preverjali prek oznake Myc. Prisotnost in lego biotiniliranih proteinov smo preverjali prek 
vezave streptavidina na biotin. Biotinilirane kandidatne proteine smo identificirali z masno 
spektrometrijo. 
 
V začetni fazi je bilo potrebno metodo BioID optimizirati. Ko nam je uspelo pridobiti jasen 
profil biotiniliranih proteinov, smo test »pull down« izvedli v treh bioloških ponovitvah, ki 
smo jih nato poslali na analizo z masno spektrometrijo, rezultate slednje pa v končni fazi 
pregledali in proučili s pomočjo podatkovnih baz in statističnih orodij. 
 
 
Slika 17: Agarozna elektroforeza s PCR pomnoţenih vstavkov z dipeptidnimi ponovitvami. Dolţina 
pomnoţkov je bila blizu 900 baznih parov. Simbol # označuje lestvico standardov DNA; oznaka bp označuje 
bazne pare.  
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4.1  OPTIMIZACIJA METODE BIOID ZA DOLOČANJE PROTEINOV, VEZANIH NA  
 DIPEPTIDNE PONOVITVE 
 
Da bi pridobili jasen profil biotiniliranih proteinov, smo morali test »pull down« 
optimizirati. S spreminjanjem sestave pufrov in števila korakov izpiranja smo vplivali na 
koncentracijo nespecifičnih proteinov v vzorcih. Profil proteinov v vzorcu smo 
pregledovali na poliakrilamidnem gelu, ki smo ga po SDS-PAGE obarvali s koloidnim 
srebrom. Za barvanje s srebrom smo se odločili, ker smo na ta način zaznavali vse 
proteine, ne le biotiniliranih, ter tako lahko med ponovitvami poskusa opazovali manjši 
nivo nečistoč.  
 
Prisotnost nečistoč je bila najbolj očitna ob primerjavi neinduciranih vzorcev. Vzporedni 
vzorec, ki mu nismo dodali biotina, ni vsebovala biotiniliranih proteinov, zato je bilo 
pričakovati po: opravljenem testu »pull down«, pri katerem smo s pomočjo 
streptavidinskih kroglic izolirali biotinilirane proteine, in po spiranju kroglic, da bo 
vsebnost proteinov zelo nizka. Sprva, kot kaţe Slika 18 A, je bila prisotnost nečistoč 
velika, s spremembo pogojev (dodatek PS1 in spiranja s Tris-HCl) pa nam je uspelo nivo 
nečistoč zmanjšati, kot je mogoče opaziti na Sliki 18 B. 
 
 
Slika 18: Prikaz optimizacije testa »pull down« z magnetnimi streptavidinskimi kroglicami. Slika A 
prikazuje prvi poskus metode BioID2, slika B pa rezultat po optimizaciji. Na obeh slikah je prikazan vzorec 
dipeptidnih ponovitev GP, ki mu nismo dodali biotina. – Vsebnost biotiniliranih proteinov v celicah je bila na 
ta račun zelo majhna, zato smo po izolaciji biotiniliranih vzorcev pri kontroli pričakovali okrnjeni profil 
biotiniliranih proteinov. Visoko vsebnost proteinov na sliki A smo si razlagali kot prisotnost nečistoč in 
uvedli dodatna izpiranja, ki so dala boljše rezultate, kot je vidno na sliki B. – Na obeh slikah je prisotna tudi 
lestvica (#) proteinskih standardov, označena z velikostjo proteinov v kDa. 
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4.2 LOKALIZACIJA TRANSFECIRANIH IN BIOTINILIRANIH PROTEINOV 
 
Ob izraţanju vsakega izmed šestih transfeciranih plazmidov v sesalskih celicah smo imeli 
po dva vzorca, transfecirana z isto pDNA. Prvemu vzorcu, ki je izraţal določeni 
transfecirani plazmid, smo dodali biotin, drugemu vzorcu pa ne, s čimer smo preverjali 
nivo celici lastnega biotina. Slika 19 prikazuje primerjavo celic ob dodatku in ob 
odsotnosti eksogenega biotina za transfecirani protein Myc-BioID2-PR125 (za ostale 
transfecirane proteine so v prilogi slike brez dodanega biotina). Transfekcija je bila 
prehodna, iz slike je razvidno, da je plazmid privzelo pribliţno 60-80 % celic (primerjava 
slik DAPI in Myc). Dodatek biotina ne vpliva na izraţanje fuzijskega proteina, kot je moč 
opaziti ob primerjavi slik Myc brez biotina in Myc z dodanim biotinom. Med slikama Atto 
488-Streptavidin brez in z dodanim biotinom so opazne razlike. Pri paralelki brez 
zunanjega vira biotina je biotinilacija celičnih proteinov z Myc-BioID2-PR125 skorajda 
nična, pri paralelki z dodanim biotinom pa je biotinilacija celičnih proteinov močna. 
 
 
Slika 19: Lokalizacija proteinov pri celicah, ki so izraţale Myc-BioID2-PR125. Zgornja vrstica prikazuje 
celice, ki jim nismo dodali biotina, spodnja vrstica pa prikazuje celice z dodanim biotinom. Desni stolpec 
prikazuje zdruţene slike jeder (modro), biotiniliranih proteinov (zeleno) in transfeciranih proteinov (rdeče), 
levi trije stolpci pa prikazujejo vsak signal posebej. Jedra celic smo obarvali z DAPI, biotinilirane proteine 
smo zaznavali z označenim streptavidinom (Atto 488), transfecirane proteine pa smo lokalizirali s 
protitelesom proti oznaki Myc. 
 
Slika 20 za vsakega izmed šestih rekombinantnih proteinov, izraţenih v celični liniji 
HEK293T, prikazuje biotinilirane proteine (na sliki zeleno), ki smo jih zaznali s 
fluorescenčnim konjugatom Atto 488-Streptavidin, in transfecirane proteine (na sliki 
rdeče), ki smo jih zaznali s sistemom primarnega mišjega protitelesa proti Myc in 
sekundarnega protitelesa proti mišjemu IgG, konjugiranim z AlexaFluor647 (Cell 
Signalling Technology, ZDA). Na slikah lahko opazimo, da ima vsak izmed opazovanih 
transfeciranih proteinov značilno lego v celici in nagnjenost k agregaciji. Myc-BioID2 
lahko opazimo predvsem v citoplazmi, manjše koncentracije pa so prisotne tudi v jedrnem 
delu. Pri fuzijskih proteinih z dipeptidnimi ponovitvami se kaţe večja raznolikost. Myc-
BioID2-GA125 je izrazito citoplazemski in nagnjen k agregaciji. Myc-BioID2-GP125 je 
razpršen prek celotne celice, močneje poudarjeno izraţanje je v citoplazmi. Pri Myc-
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BioID2-GR125 lahko opazimo protein v citoplazmi, kjer tvori tudi nekaj agregatov, poleg 
tega je Myc-BioID-GR125 bolj koncentriran v jedrcih. Myc-BioID2-PA125 močno lokalizira 
v celični citoplazmi. Pri Myc-BioID2-PR125 je lokalizacija proteina skoraj povsem jedrna, 
pri čemer je zelo izstopajoča agregacija proteina, še posebej v jedrcu. Pri opazovanju 
biotiniliranih proteinov lahko opazimo kolokalizacijo s transfeciranimi proteini. Posebej 
ujemajoča se kolokalizacija biotinilacije z izraţanjem transfeciranih proteinov je pri Myc-
BioID2-GA125 in Myc-BioID2-GP125. Biotinilacija Myc-BioID2-PR125 se ujema z 
izraţanjem predvsem v jedrnem predelu, v citoplazmi, kjer je izraţanje manj opazno, pa 
biotinilacije ni mogoče zaznati. Največje razlike pri ujemanju biotinilacije z lokalizacijo 
transfeciranega proteina so pri Myc-BioID2-GR125. 
 
 
Slika 20: Prikaz lokalizacije transfeciranih proteinov (rdeče) in biotiniliranih proteinov (zeleno) za vseh šest 
rekombinantnih proteinov. Desni stolpec prikazuje zdruţene slike jeder (modro), biotiniliranih proteinov 
(zeleno) in transfeciranih proteinov (rdeče). Jedra celic smo obarvali z DAPI, biotinilirane proteine smo 
zaznavali z označenim streptavidinom (Atto 488), transfecirane proteine pa smo lokalizirali s protitelesom 
proti oznaki Myc. 
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4.3  PREVERJANJE IZRAŢANJA IN PREGLED PROFILA BIOTINILIRANIH  
 PROTEINOV Z WESTERN PRENOSOM 
 
Izraţanje transfeciranih proteinov smo preverjali tudi z western prenosom. Prisotnost 
dipeptidnih ponovitev smo preverjali pri vzorcih pred izolacijo biotiniliranih proteinov 
(takoj po lizi celic) in po izolaciji biotiniliranih proteinov (test »pull down«) (Slika 21). 
Poleg proteinov z dipeptidnimi ponovitvami smo izraţanje opazovali tudi pri kontroli 
Myc-BioID2, ki se je dobro prenesel na membrano tako pri vzorcu lizata kot pri vzorcu 
testa »pull down« in je potoval v skladu s pričakovano molekulsko maso 27 kDa. Protein 
Myc-BioID2-GA125 z molekulsko maso 45 kDa pri SDS-PAGE ni potoval po gelu, temveč 
je ostal v ţepku, zato ga pri westen prenosu nismo zaznali v pričakovani velikosti, ampak 
čisto na vrhu membrane. Razpršenost lis je prisotna pri lizatu Myc-BioID2-GP125, v manjši 
meri pa tudi pri njegovem vzorcu testa »pull down«. Molekulska masa Myc-BioID2-GP125 
je 55 kDa. Neenotnost lis je moč opaziti tudi pri vzorcu lizata Myc-BioID2-PA125. 
Slednjega na membrani najdemo pri 130 kDa, čeprav je izračunana teoretična molekulska 
masa tega proteina 47 kDa; pri velikosti 25 kDa pa lahko opazimo še eno, manjšo liso. Ob 
daljši ekspoziciji smo zaznali signal izraţanja za Myc-BioID2-PA125 tudi pri vzorcu testa 
»pull down« (kar ni prikazano na Sliki 21). Proteina Myc-BioID2-GR125, z molekulsko 
maso 51 kDa, in Myc-BioID2-PR125, z molekulsko maso 58 kDa, se na membrano nista 
prenesla. Nanosi proteinov na membrano količinsko niso izenačeni, zato transfeciranih 
proteinov v lizatu in v testu »pull down« na podlagi western prenosa na Sliki 21 ne 
moremo kvantitativno primerjati.  
 
 
Slika 21: Prikaz izraţanja transfeciranih proteinov z western prenosom. Imena vzorcev so na sliki okrajšana 
zaradi preglednosti. Nanešeni sta dve vrsti vzorcev: pred izolacijo biotiniliranih proteinov (takoj po lizi celic; 
4 µg) in po izolaciji biotiniliranih proteinov (10 µL). Transfecirane proteine smo zaznavali prek oznake Myc. 
Ob membrani na levi so označene molekulske mase proteinov v kDa: BioID2, Myc-BioID2; GA, Myc-
BioID2-HA-GA125; GP, Myc-BioID2-HA-GP125; GR, Myc-BioID2-HA-GR125; PA, Myc-BioID2-PA125; PR, 
Myc-BioID2-PR125. 
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Slika 22 prikazuje profil biotinilacije fuzijskih proteinov z dipeptidnimi ponovitvami in 
kontrole Myc-BioID2, ki smo jih zaznavali s pomočjo streptavidina, konjugiranega s HRP. 
Nanešeni so vzorci dveh bioloških ponovitev, kar potrjuje ponovljivost rezultatov. Profil 
biotinilacije za Myc-BioID2 predstavlja kandidatne proteine, ki s svojim delovanjem niso 
povezani z dipeptidnimi ponovitvami, jih je pa moţno pričakovati pri profilih biotinilacije 
ostalih petih transfeciranih proteinov z dipeptidnimi ponovitvami, saj ti v svoji zgradbi 
prav tako nosijo biotin ligazo BioID2.  
 
 
Slika 22: Primerjava profilov biotinilacije dveh bioloških ponovitev za test "pull down", ki sta na sliki 
označena kot A in B. Na gel smo nanesli 2,5 µL vsakega vzorca. Ob membrani na levi so označene 
molekulske mase proteinov v kDa. Imena vzorcev so na sliki okrajšana zaradi preglednosti: BioID, Myc-
BioID2; GA, Myc-BioID2-HA-GA125; GP, Myc-BioID2-HA-GP125; GR, Myc-BioID2-HA-GR125; PA, Myc-
BioID2-PA125; PR, Myc-BioID2-PR125. 
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4.4 ANALIZA REZULTATOV MASNE SPEKTROMETRIJE 
 
Na proteinskih vzorcih, ki smo jih pridobili iz celičnih lizatov po afinitetni izolaciji s 
streptavidinskimi kroglicami smo opravili proteomske analize. Najprej smo s tekočinsko 
kromatografijo, sklopljeno z masno spektrometrijo (LC-MS), identificirali peptide v 
vsakem vzorcu. Proteinom, ki smo jih določili s poravnavo zaporedij identificiranih 
peptidov na zaporedja proteinov iz spletne zbirke UniProt (https://www.uniprot.org/), smo 
pripisali anotacijsko številko zbirke UniProt in pripravili seznam, na katerem so bili 
anotirani proteini razvrščeni glede na pojavnost v vzorcu od največje do najmanjše. Točna 
navedba proteinov, ki imajo interakcijo z dipeptidnimi ponovitvami, presega obseg te 
magistrske naloge, saj so za utemeljeno navajanje kandidatov potrebne validacije, ki so v 
času pisanja tega magistrskega dela še v teku. Kljub temu iz rezultatov masne 
spektrometrije lahko ocenimo, kateri biološki procesi so posebej poudarjeni pri 
kandidatnih proteinih posamezne zvrsti dipeptidnih ponovitev. Rezultati omogočajo tudi 
pregled preseka mnoţic, ki prikazuje, koliko kandidatnih proteinov je takih, ki se pojavijo 
na večih seznamih hkrati. 
 
4.4.1 Pojavnost istih kandidatnih proteinov pri večih zvrsteh DPR 
 
Presek mnoţic na Sliki 23 prikazuje celokupna števila kandidatnih proteinov za posamezne 
dipeptidne ponovitve (GA, GP, GR, PA, PR; številka ob imenu zvrsti dipeptidne 
ponovitve), števila kandidatnih proteinov, ki so vezani le na eno zvrst dipeptidnih 
ponovitev (številka v krajišču elipse, ki je najbliţje imenu) in števila kandidatnih 
proteinov, ki so skupni dvema ali večim zvrstem dipeptidnih ponovitev (številka znotraj 
presekov elips). Največ kandidatnih proteinov smo zaznali pri GR (140), PR (138) in 
GA (130). Skoraj pol manj kandidatnih proteinov smo določili pri PA (62), najmanj pa pri 
GP (38).  
  
Pri primerjavi kandidatnih proteinov večih zvrsti dipeptidnih ponovitev lahko na sliki 
preseka mnoţic (Slika 23) opazimo, da ima največ skupnih kandidatnih proteinov z 
drugimi zvrstmi GR. Dipeptidne ponovitve GR imajo 74 enakih kandidatnih proteinov kot 
ponovitve PR, kar predstavlja pribliţno polovico celokupnega števila proteinov, vezanih na 
DPR, tako za ponovitve GR kot PR. Tudi ponovitve GA imajo z GR precej ujemanja, saj 
jima je skupnih 61 kandidatnih proteinov. Največ kandidatnih proteinov, ki so zvrstno 
specifični, ima PR. Relativno največ zvrstno specifičnih proteinov v primerjavi s 
celokupnim številom kandidatnih proteinov za zvrst DPR imajo ponovitve PA, pri katerih 
je mogoče opaziti tudi, da imajo pribliţno enako število kandidatnih proteinov z vsako od 
preostalih zvrsti DPR.  
 
S katero od ostalih dipeptidnih ponovitev določena zvrst DPR deli največ kandidatnih 
proteinov prikazuje Slika 24. 
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Slika 23: Prekrivanje kandidatnih proteinov, ki so se vezali na zvrsti dipeptidnih ponovitev (GA, GP, GR, PA 
in PR). Številka ob imenu dipeptidnih ponovitev označuje skupno število kandidatnih proteinov za določeno 
zvrst ponovitev, številke znotraj diagrama pa prikazujejo, koliko je imela posamezna zvrst skupnih 
kandidatnih proteinov z ostalimi. Desno spodaj je legenda, ki označuje podmnoţice znotraj diagrama. 
 
 
Slika 24: Graf za vsako izmed zvrsti prikazuje, s katero od ostalih dipeptidnih ponovitev deli največ 
kandidatnih proteinov. 
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4.4.2 Biološki procesi, v katerih sodelujejo kandidatni proteini 
 
Proteomske podatke masne spektrometrije smo si razlagali s pomočjo ontologije genov 
(ang. gene ontology, GO), ki razvršča evkariontske gene in njihove produkte glede na 
njihovo molekulsko funkcijo, celično komponento, kje v celici je genski produkt aktiven, 
in biološke procese, v katere so geni ali njihovi produkti vpleteni (Ashburner in sod., 
2000). Z uporabo spletno dostopnega orodja genske ontologije GOrilla smo za vsako 
izmed zvrsti dipeptidnih ponovitev statistično analizirali biološke procese kandidatnih 
proteinov in pridobili diagrame procesov, razvrščenih glede na njihovo P-vrednost. 
Drevesni diagrami prikazujejo povezavo med klasifikacijami, pri čemer pojem Y, ki izhaja 
iz pojma X, predstavlja oţje področje klasifikacije X. Proteini so lahko povezani z eno ali 
večimi klasifikacijami. Bolj kot je določena klasifikacija pri opravljeni analizi kandidatnih 
proteinov poudarjena, manjša je njena P-vrednost. 
 
Pri proteinih, vezanih na dipeptidne ponovitve GA, klasifikacije na Sliki 25 kaţejo najbolj 
značilno vpletenost v procese, povezane z mikrotubuli (p < 10
–3
), in katabolične procese 
proteinov (p < 10
–3
). Pri vzorcu dipeptidnih ponovitev GP (Slika 26) je analiza pokazala 
zelo enotne rezultate, ki nakazujejo na vpletenost v procese prenosa signala (p < 10
–3
). 
Statistično bolj značilno povezani procesi kot za dipeptidne ponovitve GA in GP so bili 
ugotovljeni pri proteinih, vezanih na dipeptidne ponovitve GR (Slika 27). S P-vrednostjo 
manjšo od 10
–9
 je poudarjen proces začetka prevajanja, malo manjša P-vrednost (med 10
–7
 
in 10
–9
) pa je pripisana metaboličnim procesom amidov. Kandidatni proteini dipeptidnih 
ponovitev PA sodelujejo pri biološkem uravnavanju, pri čemer sta najbolj poudarjena (p < 
10
–3
): uravnavanje katalitične aktivnosti in pozitivno uravnavanje apoptoze (Slika 28). 
Jedrna lokalzacija dipeptidnih ponovitev PR se pokaţe pri pridobljenih diagramih, v  
katerem so izrazito poudarjeni metabolični procesi RNA (Slika 29). Najmanjšo P-vrednost 
(p < 10
–9
) imajo metabolični procesi nekodirajoče RNA (ncRNA), najoţje področje 
značilno povezanih klasifikacij pa predstavlja procesiranje ribosomske RNA (rRNA). 
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Slika 25: Klasifikacija bioloških procesov identificiranih proteinov, ki so bili izolirani iz vzorca dipeptidnih 
ponovitev GA. Bolj značilno povezani biološki procesi imajo niţje P-vrednosti. 
 
Markič L. Določanje proteinov, vezanih na dipeptidne ponovitve.  43 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019  
  
   
 
 
 
Slika 26: Klasifikacija bioloških procesov identificiranih proteinov, ki so bili izolirani iz vzorca dipeptidnih 
ponovitev GP. Bolj značilno povezani biološki procesi imajo niţje P-vrednosti. 
 
Markič L. Določanje proteinov, vezanih na dipeptidne ponovitve.  44 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019  
  
   
 
 
 
Slika 27: Klasifikacija bioloških procesov identificiranih proteinov, ki so bili izolirani iz vzorca dipeptidnih 
ponovitev GR. Bolj značilno povezani biološki procesi imajo niţje P-vrednosti. 
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Slika 28: Klasifikacija bioloških procesov identificiranih proteinov, ki so bili izolirani iz vzorca dipeptidnih 
ponovitev PA. Bolj značilno povezani biološki procesi imajo niţje P-vrednosti. 
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Slika 29: Klasifikacija bioloških procesov identificiranih proteinov, ki so bili izolirani iz vzorca dipeptidnih 
ponovitev PR. Bolj značilno povezani biološki procesi imajo niţje P-vrednosti. 
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5 RAZPRAVA 
 
5.1 IZVEDBA METODE BIOID 
 
5.1.1 Priprava BioID fuzijskih proteinov 
 
Pri izvedbi dela metode BioID je časovno najbolj spremenljivi del poskusa priprava 
rekombinantne DNA (Roux in sod., 2013). Prav v primeru priprave rekombinantne DNA 
proteinov DPR se je izkazalo, da gre za časovno zahtevnejši proces, saj je bilo za uspešno 
pridobitev vstavkov potrebno preizkusiti mnogo pogojev PCR. Čeprav za izraţanje 
proteinov z dipeptidnimi ponovitvami nismo uporabili ponavljajočega se zaporedja 
GGGGCC, temveč alternativne kodone ustreznih aminokislin, je bila vsebnost GC vseeno 
tako visoka (med 60 in 80 %, odvisno od zvrsti DPR), da smo imeli teţave pri 
pomnoţevanju DNA s PCR. Problem so predstavljali predvsem začetni oligonukleotidi 
zaradi svoje visoke vsebnosti parov GC, kar je vplivalo na temperaturo prileganja in tvorbo 
lasnic. Vstavke nam je uspelo pomnoţiti z metodo PCR s padajočo temperaturo prileganja 
začetnih oligonukleotidov, ki se priporoča pri delu z zahtevnejšimi zaporedji in pri kateri 
temperatura prileganja začetnih oligonukleotidov prvih nekaj ciklov pada (začenši nekaj 
stopinj nad izračunano temperaturo prileganja začetnih oligonukleotidov), nato pa se ustali 
pri niţji izmed padajočih vrednosti temperatur (pri niţji od izračunanih temperatur 
prileganja začetnih oligonukleotidov) (Korbie in Mattick, 2008). Pri reakcijah smo 
uporabili tudi DMSO, ki pomaga pri denaturaciji matrične DNA in hkrati omogoči laţjo 
vezavo začetnih oligonukleotidov na enoveriţno matrico. Pri pogojih, navedenih v 
Preglednica 3, nam je uspelo pomnoţiti vseh pet zvrsti DPR, pri čemer je bila reakcija za 
zapisa ponovitev GR in PR opazno učinkovitejša (Slika 17). Ker smo za slednja po 
pomnoţevanju pridobili višje koncentracije DNA, smo uporabili drugačna razmerja pri 
ligaciji s tarčnim vektorjem, kjer sta imela vstavka GR125 in PR125 višja razmerja od ostalih 
zvrsti DPR prav vstavek : vektor. 
 
Priprava rekombinantnih vstavkov z alternativnimi kodoni ni vplivala le na laţji PCR, 
temveč tudi na preprečevanje tvorbe skupkov RNA, prevedenih iz ponovitev GGGGCC, 
ko smo transfecirane proteine izraţali v sesalskih celicah. S tem smo naše raziskave 
osredotočili zgolj na vlogo dipeptidnih ponovitev v celici. Nadaljnje raziskave na tem 
področju so potrebne, da se prouči dinamiko vezave dipeptidnih ponovitev ob prisotnosti 
skupkov RNA, prepisanih iz gena C9orf72, in proteina C9orf72. 
 
Običajno se pri pripravi fuzijskih proteinov vabo konjugira na C- in na N-koncu. Za večjo 
gotovost, da biotin ligaza ne vpliva na lokalizacijo dipeptidnih ponovitev, bi bilo smotrno 
encim vezati tudi na drugo stran ponovitev, vendar so moţnosti, da mesto vezave encima 
vpliva na dinamiko dipeptidnih ponovitev, majhne, saj dipeptidne ponovitve v osnovi niso 
funkcionalen protein s poddomenami, ki bi narekovale orientacijo interakcij z okoliškimi 
proteini, ali s signalnimi zaporedji (npr. prenilacija C-konca ali signalni peptidi na N-
koncu), ki bi jih encim lahko skril. 
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5.1.2 Izbira celične linije 
 
Za izraţanje proteinov smo izbrali celično linijo HEK293T. Prednosti v primerjavi z 
drugimi sesalskimi celicami so predvsem hitra in lahka manipulacija celic ter učinkovita 
transfekcija in visok nivo izraţanja proteinov. Čeprav so HEK293T izpeljane iz človeških 
zarodnih ledvičnih celic (v katere so vgradili adenovirusno DNA), veljajo za dober 
pribliţek ţivčnim celicam, saj se v njih izraţajo nevrofilamenti in vsaj 61 molekul mRNA, 
ki so običajno prepisane v ţivčnih celicah, kar je verjetno posledica vpliva adenovirsnega 
vključka, ki vklopi izraţanje genov, ki so sicer vezani na celice, diferencirane v nevrone 
(Thomas in Smart, 2005). Diferenciacija celic, izpeljanih iz bolnikovih induciranih 
pluripotentnih matičnih celic (iPSC), v motorične nevrone in/ali nevrone korteksa je 
obetaven način za proučevanje bolezni, vendar pa je pridobitev in manipulacija takih celic 
zahtevnejša (Rohrer in sod., 2015). Za določanje proteinov, vezanih na dipeptidne 
ponovitve, je tako celična linija HEK293T ugodna izbira, saj omogoča obilno izraţanje 
proteinov in s tem podrobnejši vpogled v njihove interakcije, hkrati pa kaţe sorodnost z 
ţivčnimi celicami, v katerih se proteini DPR izraţajo in vivo. 
 
Izraţanje transfeciranih proteinov je potekalo v prehodno transfeciranih sesalskih celicah. 
Roux in sod. (2013) za najbolj optimalne rezultate priporočajo pripravo stabilne celične 
linije, saj v tem primeru protein izraţa skoraj celotna populacija celic (pri prehodni 
transfekciji smo izraţanje zaznali pri 60–80 % celic), poleg tega je včasih lokalizacija 
proteina ustrezna šele, ko se izraţa stabilno. Število celic, ki izraţajo protein, je pomembno 
zato, ker je število zaznanih kandidatnih proteinov med drugim odvisno od obsega 
izraţanja (na primer pri eni 100 mm plošči je mogoče zaznati 150 kandidatov, pri eni 
60 mm plošči, kjer je površina pribliţno trikrat manjša, pa 50 kandidatov). Če je izraţanje 
manjše, je moč pričakovati večjo relativno pojavnost biotiniliranih proteinov, ki so prisotni 
tudi pri kontroli in so nespecifični za transfecirani protein (Mehus in sod., 2016; Roux in 
sod., 2013). Povečevanje obsega izraţanja bo omogočilo zaznavanje novih kandidatov le 
do neke mere.  
 
5.1.3 Funkcionalna validacija fuzijskih proteinov 
 
V začetnih fazah izvedbe metode BioID se je potrebno prepričati, ali ima pripravljeni 
fuzijski protein pričakovano molekulsko maso, ali je njegova lokalizacija ustrezna in ali se 
endogeni proteini biotinilirajo. Rezultati pri poskusih lokalizacije proteinov v celicah, ki 
smo jih opravili, kaţejo podobno kot rezultati drugih študij (Slika 9 in Slika 20), pri katerih 
so izraţali samo dipeptidne ponovitve (Cristofani in sod., 2018), kar govori v prid 
domnevi, da biotin ligaza, ki je pripeta na dipeptidne ponovitve, ne vpliva na mesto 
nahajanja DPR. Funkcionalno je bilo potrebno validirati tudi encim biotin ligaza, kar smo 
preverili z vezavo streptavidina pri vzorcih transfeciranih celic, ki smo jim dodali biotin 
(Slika 20). Na sliki lahko opazimo zelen signal, ki je posledica streptavidina, s čimer smo 
potrdili encimsko aktivnost biotin ligaze (pri celicah, ki niso privzele zapisa za biotin 
ligazo, je signal endogene biotinilacije skoraj ničen, zaradi česar lahko ves signal 
biotinilacije v transfeciranih celicah pripišemo biotin ligazi). Molekulsko maso smo 
preverjali z western prenosom. Proteini DPR zaradi svojih biokemijskih lastnosti teţko 
potujejo po akrilamidnem gelu in/ali se prenesejo na membrano. Od transfeciranih 
proteinov, ki smo jih izraţali, smo pri pričakovani velikosti na membrani opazili le 
Markič L. Določanje proteinov, vezanih na dipeptidne ponovitve.  49 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019  
  
   
 
 
kontrolo, BioID2, in ponovitve GP, konjugirane z biotin ligazo (Slika 21). Ponovitve GA 
niso potovale po gelu, GR in PR se niso prenesle na membrano, PA pa je po akrilamidnem 
gelu potoval počasi in se na membrano prenesel pri molekulski masi 130 kDa (teoretična 
molekulska masa je 47 kDa). Čeprav z western prenosom nismo zaznali vseh proteinov 
DPR, smo lahko potrdili njihovo izraţanje z imunocitokemijsko analizo. Zaradi teţav 
proteinov DPR pri SDS-PAGE in prenosu na membrano je nemogoče z gotovostjo potrditi, 
da celice ob izraţanju ohranijo dolţino ponovitev in jih ne skrajšajo. Slednje se ni pokazalo 
kot razlog za skrb pri poskusu, saj se kljub potencialni moţnosti, da celica ponovitve 
skrajša, pri bioloških ponovitvah testa »pull down« pokaţejo ponovljivi rezultati brez 
večjih razlik, ki kaţejo na skladnost pri proteinih, ki se veţejo na ponovitve. 
 
5.1.4 Izvedba testa »pull down« in obdelava rezultatov 
 
Kot so pokazali naši rezultati lokalizacije in western prenosa transfeciranih proteinov, so 
dipeptidne ponovitve tvorile agregate. Ena večjih prednosti metode BioID je, da omogoča 
delo s proteini, ki tvorijo agregate.  
 
Med interakcije, ki smo jih zaznali, sodijo tudi interakcije s proteini, ki so se šibko ali 
prehodno vezali na dipeptidne ponovitve. Ob tem je vredno poudariti, da so morda 
nekatere izmed interakcij zgolj odraz bliţine (10–20 nm) transfeciranemu proteinu in ne 
dejanske interakcije. Taki kandidatni proteini predstavljajo laţne pozitivne rezultate. Za 
potrditev povezave med kandidatnim proteinom in dipeptidnimi ponovitvami so zatorej 
potrebni testi validacije, ki so v času pisanja magistrskega dela še v teku.  
 
Pri izvedbi metode se prav tako moramo zavedati mogočih laţnonegativnih rezultatov. 
Slednji so lahko posledica nedostopnih primarnih aminov za vezavo biotina pri 
kandidatnem proteinu, zaradi česar tak protein ostane neoznačen. Z moţnostjo laţnih 
negativnih kandidatov se srečamo tudi pri kasnejši obdelavi rezultatov testa »pull down«, 
pri katerih poljubno postavljena meja vsaj dvakrat večje pojavnosti kandidatnih proteinov 
glede na kontrolo lahko zanemari biološko pomembne proteine, ki se veţejo na dipeptidne 
ponovitve. Prav tako na seznam kandidatnih proteinov vpliva anotiranost v bazi UniProt, 
saj neanotirani proteini ali slabše anotirani proteini lahko okrnijo rezultate statističnih 
analiz. 
 
Roux in sodelaci (2013) opozarjajo tudi na moţnost, da trajna adicija biotina na primarne 
amine zaradi spremembe naboja lahko spremeni funkcijo proteinske vabe in naredi 
primarne amine nedostopne za druge vrste kemijskih sprememb. Zaradi narave zgradbe 
dipeptidnih ponovitev, pri katerih nobena izmed zvrsti ne vsebuje aminokisline s 
primarnim aminom, je ta pomislek povsem odveč. 
 
V fazi optimizacije testa »pull down« smo imeli največ dela s sestavo in vrstami 
uporabljenih pufrov za spiranje. Da bi zmanjšali moţnost laţnih pozitivnih rezultatov, smo 
ţeleli test »pull down« izvesti čim bolj učinkovito in v vzorcu, namenjenemu za analizo z 
masno spektrometrijo, zadrţati relativno največji moţni deleţ biotiniliranih proteinov. S 
tem namenom smo poskusili dovolj zaostriti pogoje izpiranja, da bi iz vzorca, v katerem 
smo inkubirali lizate celic z dodanimi streptavidinskimi kroglicami, odstranili na 
streptavidin nevezane proteine. Povezava med streptavidinom in biotinom velja za eno 
Markič L. Določanje proteinov, vezanih na dipeptidne ponovitve.  50 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019  
  
   
 
 
najmočnejših nekovalentnih bioloških interakcij in je dobro odporna na organska topila, 
detergente in pH spremembe (Moore, 1955). Vseeno lahko preostri pogoji spiranja 
odstranijo biotinilirane proteine s streptavidina ali molekule streptavidina z nosilca na 
magnetnih kroglicah. Izhodiščne recepte pufrov in število spiranj smo povzeli po 
priporočilih Roux in sodelavcev (2013), ki so razvili metodo BioID. Po številnih 
ponovitvah smo izpiranje izvedli, kot je opisano v Preglednici 5. O dobri ponovljivosti 
poskusa priča Slika 22, na kateri so prikazani nanosi vzorcev dveh različnih testov »pull 
down«.   
 
S Slike 22 lahko tudi razberemo, kako obogateni so vzorci dipeptidnih ponovitev s 
kandidatnimi proteini. Lise, ki nimajo para ustrezne velikosti pri vzorcu kontrole, 
predstavljajo moţne kandidatne proteine. Najmočnejši signali za kandidatne proteine 
pripadajo vzorcema poli (GR) in poli (PR), ki imata tudi sicer na sliki podoben lisasti 
vzorec. 
 
5.2  ANALIZA IZRAŢANJA TRANSFECIRANIH PROTEINOV IN NJIHOVEGA  
 PROFILA BIOTINILIRANIH PROTEINOV 
 
Naša raziskava je pridobila vpogled v nabor proteinov, ki se veţejo na dipeptidne 
ponovitve, in njihove biološke poti. S temi rezultati smo potrdili našo hipotezo, da imajo 
proteini z dipeptidnimi ponovitvami, ki se prevajajo iz podaljšanih heksanukleotidnih 
ponovitev znotraj gena C9orf72, sposobnost vezave na različne znotrajcelične proteine. 
Razumevanje mutacij v C9orf72 je pomembno za razvoj načinov zdravljenja obolenj 
spektra ALS-FTD. Je prva tovrstna raziskava, ki je uspela pridobiti rezultate za vseh pet 
zvrsti dipeptidnih ponovitev. Nadaljnje študije so potrebne, da se bolje ovrednoti pomen 
interakcije posameznega proteina z dipeptidnimi ponovitvami in poišče povezave med 
simptomi bolezni in molekularno biologijo interakcij. 
 
5.2.1 Primerjava zvrsti DPR 
 
Po kemijskih lastnostih bi lahko dipeptidne ponovitve glede na zgradbo razdelili na 
nepolarne zvrsti in zvrsti s pozitivnim nabojem. K nepolarnim lahko prištevamo ponovitve 
GA, GP in PA, k pozitivno nabitim pa ponovitve GR in PR (zaradi bazične aminokisline 
arginin). Naši rezultati so pokazali, da največ vzporednic lahko potegnemo pri ponovitvah 
GA, GR in PR, saj si dipeptidne ponovitve GA, GR in PR delijo največ kandidatnih 
proteinov (Slika 24), čeprav bi poli (GA) po pričakovani dinamiki vezave pripisali 
sorodnost s poli (GP) in poli (PA). Poleg števila kandidatnih proteinov, ki si jih zvrsti 
ponovitev GA, GR in PR delijo, smo zaznali tudi, da je opazno višje njihovo celokupno 
število kandidatnih proteinov v primerjavi s poli (GP) in poli (PA). Naše ugotovitve 
nakazujejo, da je število celokupnih in skupnih kandidatnih proteinov odraz dejstva, da vse 
tri zvrsti tvorijo agregate, ki z okoliškimi proteini lahko tvorijo dovolj močne povezave, da 
pri vezanih proteinih povzročijo nepovraten fazni prehod iz topne oblike v citoplazmi v 
netopno obliko, vpeto v agregate. To ima velik pomen predvsem za ugotavljanje načinov 
preprečevanja morebitne toksičnosti dipeptidnih ponovitev, pri čemer bi lahko iskali 
rešitve v povečanju njihove topnosti. 
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Povezave znotraj agregatov dipeptidnih ponovitev se kaţejo kot dovolj energijsko ugodne, 
da ne tvorijo povezav niti z detergentom SDS ob lizi celic, o čemer za poli (GA) in 
poli (GR) poročajo tudi druge raziskave (Cristofani in sod., 2018; May in sod., 2014). 
Poli (GA) se je pri western prenosu sicer prenesel na membrano, vendar ni potoval po 
akrilamidnem gelu, saj smo signal zaznali čisto na vrhu pri ţepku gela (Slika 21). 
Sklepamo lahko, da ponovitve GA ne vstopijo v gel, ker ostajajo v obliki agregatov, ki so 
preveliki, da bi se premikali skozi akrilamidne pore. Poli (GR) in poli (PR) nam pri 
inkubaciji s protitelesi proti Myc na membrani pri western prenosu ni uspelo zaznati (z 
istim protitelesom smo jih uspeli zaznati pri imunohistološki analizi), kar je morda prav 
tako posledica tvorbe agregatov. Številne študije namreč poročajo o teţavah pri western 
prenosu agregiranih proteinov, ki so posebej značilni za nevrodegenerativne bolezni 
(Tebbenkamp in Borchelt, 2009). Čeprav omenjene zvrsti dipeptidnih ponovitev tvorijo 
agregate, lahko na slikah njihove lokalizacije opazimo, da so v celicah prisotni tudi v topni 
obliki, kar bi lahko bilo dovolj, da bi na membrani zaznali vsaj del neagregiranega 
fuzijskega proteina – posebej pri ponovitvah GR, ki od treh zvrsti relativno najmanj 
agregirajo. Dejavnik, ki bi lahko vplival na agregate proteinov pri izolaciji, je temperaturna 
obdelava vzorcev pred nanosom na SDS-PAGE. McLane in sod. (2007) poročajo o znatno 
boljšem zaznavanju proteina pri western prenosu, če se preskoči toplotno denaturacijo pri 
90 °C, ki lahko inducira tvorbo agregatov. Toplotna denaturacija je bila del naših poskusov 
in je lahko razlog za agregacijo proteina, ki bi ga pričakovali glede na slike lokalizacije v 
topni obliki, vendar pa so mogoči tudi drugi razlogi za teţaven prenos proteinov. Kot 
primer lahko navedemo obarjanje proteinov med pripravljanjem vzorcev za analizo, ali pa 
neugodne pogoje za prenos proteinov z visoko pI, pri čemer bi bila potrebna denimo 
optimizacija pufra, lastnosti membrane ipd.  
 
S prenosom na membrano nismo imeli teţav pri poli (GP) in poli (PA), čeprav proteina 
nista potovala povsem v skladu z njuno molekulsko maso. Pri ponovitvah GP smo 
najmočnejšo liso sicer zaznali pri pričakovani velikosti 55 kDa, a so se pod to liso zvrstile 
še številne druge lise, za katere predvidevamo, da predstavljajo razgradne produkte 
transfeciranega proteina. Skupaj z rezultati lokalizacije, po katerih se dipeptidne ponovitve 
GP nahajajo v neagregirani, topni obliki, se lahko vprašamo, ali celica morda vsaj do 
določene stopnje lahko ponovitve GP razgradi. Tudi pri rezultatih masne spektrometrije, 
pri katerih je število kandidatnih proteinov občutno manjše kot pri ponovitvah GA, GR in 
PR, bi bila sposobnost razgradnje ponovitev GP ena od mogočih razlag. Morebitna 
sposobnost celice, da razgradi poli (GP), se morda odraţa v manjši toksičnosti teh zvrsti 
ponovitev, o katerih poročajo v literaturi (Wen in sod., 2014). Ob tem se moramo zavedati, 
da ima različno število dipeptidnih ponovitev različen vpliv na celice in bi morda ob 
večjem številu ponovitev, ki lahko doseţe tudi število 4000, ponovitve GP predstavljale 
enako metabolno breme kot ponovitve GA, GR in PR, ki se kopičijo v agregatih. 
 
Rezultati raziskave so pokazali podobna opaţanja pri lokalizaciji in številu kandidatnih 
proteinov tudi za ponovitve PA. Pri western prenosu sta opazni dve lisi – ena pri velikosti 
130 kDa, ki najverjetneje predstavlja neokrnjeni fuzijski protein, druga pa pri velikosti 25 
kDa, ki najverjetneje predstavlja razgradni produkt oziroma encim brez ponovitev, saj lisa 
sovpada z velikostjo kontrole BioID2. Ena od moţnih razlag je, da če je celica fuzijski 
protein razgradila tako, da je odcepila biotin ligazo, so bili proteini, ki so se v okolici 
encima biotinilirali, specifični za encim in ne za dipeptidne ponovitve. Take biotinilirane 
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proteine smo obravnavali kot nekandidatne proteine, saj so sovpadali s pojavnostjo pri 
kontroli. Kljub temu pri ponovitvah PA teţko sklepamo o obsegu razgradnje ponovitev, saj 
na membrani western prenosa poleg neokrnjenega fuzijskega proteina vidimo samo 
razgradni produkt, ki ustreza velikosti biotin ligaze, večjih razgradnih produktov, ki bi 
vsebovali tudi delno razgrajene ponovitve, nismo zaznali. Opaţanja o morebitni razgradnji 
poli (GP) in poli (PA) in morebitni manjši toksičnosti za celico podpirajo tudi Wen in 
sodelavci (2014), Mizielinska in sodelavci (2014) in Freibaum in sodelavci (2015). 
 
Pri opazovanju kolokalizacije izraţanja transfeciranih proteinov in njihovih biotiniliranih 
partnerjev posebno izstopajo dipeptidne ponovitve GR, saj se za razliko od ostalih zvrsti 
DPR signal biotinilacije in signal lokalizacije transfeciranega proteina ne ujemata 
popolnoma. Pri izraţanju transfeciranega proteina (Slika 20, označeno rdeče) opazimo, da 
se protein nahaja predvsem v citoplazmi in ne tvori agregatov. Pri biotiniliranih partnerjih 
dipeptidnih ponovitev GR (Slika 20, zelena obarvanost) opazimo, da imajo močan signal 
tudi v jedru, kjer tvorijo agregate. Da bi lahko določili razlog, zakaj pride do tega, so 
potrebne dodatne raziskave. 
 
5.2.2 Obogatitvena analiza genskih skupin (ang. GO enrichment analysis)   
 proteinskih interaktorjev, vezanih na dipeptidne ponovitve 
 
Trenutno še nimamo diagnostičnih testov ali biomarkerjev za bolezen ALS. Lajšanje 
simptomov je glavni način spopadanja z boleznijo. Zaradi teţke dostopnosti do tkiva 
centralnega ţivčnega sistema je potrebno najti periferne markerje, ki bodo natančno 
odraţali biološko dogajanje v centralnem ţivčnem sistemu, kar ne bo le olajšalo razvoja 
zdravil za C9-ALS, temveč tudi zmanjšalo stroške kliničnih raziskav (Kiernan in sod., 
2011; Mendez in Sattler, 2014). Prvi korak v to smer ponujajo proteomske študije, kot je 
naša, pri katerih se določi proteine, ki se veţejo na produkte gena C9orf7 s podaljšanimi 
ponovitvami G4C2, in na biološke poti, v katere so ti proteini vključeni. Čeprav izsledki 
naše raziskave ponujajo nov vpogled v mehanizem bolezni, so potrebne nadaljnje študije 
za podrobno interpretacijo dobljenih rezultatov in za potencialno rabo v zdravstvu. 
 
Pri opazovanju izraţanja dipeptidnih ponovitev, konjugiranih z biotin ligazo, lahko 
opazimo, da se zvrsti DPR razvrščajo v različna področja celice in da imajo različno 
sposobnost tvorbe agregatov. Razlike med njimi se odraţajo tudi v analizah bioloških poti, 
v katere so vključeni proteini, ki se veţejo na dipeptidne ponovitve.  
 
Rezultati naše raziskave so pokazali, da so pri poli (GA) najbolj poudarjeni procesi, 
povezani z mikrotubuli, in katabolični procesi proteinov. Mikrotubuli so v ţivčnih celicah 
med drugim udeleţeni pri razvejanju ţivčnih končičev. Pomembno vlogo pri razvejanju 
ţivčnih končičev imata tako tranosport prek mikrotubulov kot tudi sestavljanje 
mikrotubulov pri izgradbi končičev (Gibson in Ma, 2011). Kot so pokazale tudi nekatere 
druge raziskave, se v skupke poli (GA) ujamejo proteini, ki sodelujejo pri omenjenem 
procesu, kar vodi v nevrotoksičnost (May in sod., 2014). Katabolični procesi proteinov se 
pri poli (GA) nanašajo predvsem na zmanjšano proteasomsko aktivnost. Yamakawa in 
sodelavci (2014) ter Zhang in sodelavci (2014) poročajo o kopičenju ubikvitiniranih 
proteinov pri izraţanju dipeptidnih ponovitev GA in o izmerjeni niţji aktivnosti 
proteasomske aktivnosti pri celicah, ki so izraţale ponovitve GA, v primerjavi s celicami, 
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ki DPR niso izraţale. Zhang in sodelavci (2016) pripisujejo niţjo proteasomsko aktivnost 
ujetju proteina HR23 v agregate GA. Protein HR23 je jedrni protein, ki prinaša 
ubikvitinirane proteine za razgradnjo v proteasomu (Dantuma in sod., 2009). Sklepamo, da 
se niţja proteasomska aktivnost odraţa tudi pri lokalizaciji ponovitev GA (Slika 20), ki se 
nahaja v agregatih, ki jih celica ni sposobna razgraditi zaradi manjše aktivnosti 
proteasomskega sistema.  
 
Naši rezultati so pokazali, kateri proteini se veţejo na ponovitve GP in v katere biološke 
poti so vključeni. Najbolj poudarjen je biološki proces prenosa signala. Ponovitve GP smo 
pri naših poskusih opazili prek celotne citoplazme, pri čemer niso tvorili agregatov (Slika 
20). Verjetno je, da se razgradni produkti znotraj celice razporejajo drugače kot neokrnjen 
fuzijski protein, bolj podobno lokalizaciji kontrole. Pri nekaterih drugih raziskavah 
(Cristofani in sod., 2018), kjer so imeli oznako, vezano neposredno na dipeptidne 
ponovitve, so bile poli (GP) opaţene izrazito v celični periferiji (Slika 9), kar dobro 
sovpada s poudarjenim procesom prenosa signala.  
 
Prav tako so naši rezultati prvi pokazali, kateri proteini se veţejo na ponovitve PA in v 
katere biološke poti so vključeni. Ponovitve PA, ki so po kemijskih lastnostih in 
lokalizaciji precej podobne ponovitvam GP in se razporejajo razpršeno po celotni 
citoplazmi (Slika 20), so med proteine, ki so se vezali nanje, zajele take, ki sodelujejo pri 
uravnavanju encimske aktivnosti in pri pozitivnem uravnavanju apoptoze. Rezultati so 
izrednega pomena za nadaljnjo razjasnitev celičnih procesov, povezanih s spektrom ALS-
FTD. Po validaciji bomo imeli vpogled tudi v dinamiko teh dipeptidnih ponovitev GP in 
PA. 
 
Lee in sodelavci (2016) so poročali, da se argininske dipeptidne ponovitve veţejo na RNA-
vezavne proteine in proteine, ki imajo domene z manj kompleksnimi zaporedji (ang. »low 
complexity domains«, LCDs). Ti proteini so pogosto udeleţeni v tvorbo nemembranskih 
oraganelov, kot so: jedrce, pore jedrnega kompleksa in stresne granule. Znotraj tovrstnih 
proteinov najdemo dolga, neraznolika zaporedja aminokislin, v katerih se posebej pogosto 
pojavljajo glicin, aminokisline, ki imajo pozitiven ali negativen naboj, ali aromatske 
aminokisline, ki omogočijo tvorbo številnih vezi, potrebnih za tvorbo nemembranskih 
organelov (Brangwynne in sod., 2015). Številne študije poročajo o vezavi proteinov z 
dipeptidnimi ponovitvami PR s proteini: hnRNPA1, eEF1A, eIF3A, RPL7A, TDP-43 in 
FUS, od katerih so vsi udeleţeni v procesiranje molekul RNA (Kanekura in sod., 2016; 
Lee in sod., 2016; Purice in Taylor, 2018). Podobno velja tudi za proteine z dipeptidnimi 
ponovitvami GR. Dokazali so namreč, da poli (GR) pri moţganskih vzorcih bolnikov ALS 
kolokalizira s hnRNPA1 (Kanekura in sod., 2016). Dosedanje ugotovitve podpirajo tudi 
naše raziskave. Naši rezultati so potrdili vključenost dipeptidnih ponovitev GR v proces 
začetka prevajanja, pri katerem nastajajo: kompleks ribosoma, mRNA in kroţne RNA, kot 
tudi metabolični procesi amidov. V primeru ponovitev PR naši rezultati nakazujejo, da 
pride do vpliva na proteine, vpletene v procesiranje rRNA, ki se odvija v jedru. Sklepamo, 
da iz razlik v lokalizaciji poli (GR) in poli (PR) izhajajo tudi razlike v vključenosti v 
biološke procese proteinov, ki se veţejo na ponovitve. Posredovanje s terapevtskimi 
učinkovinami bi lahko popravilo oškodovano procesiranje RNA in tako bolnike rešilo 
nevrotoksičnosti, o kateri poročajo mnogi znanstveniki (Kwon in sod., 2014; Lee in sod., 
2016; Mizielinska in sod., 2014; Yamakawa in sod., 2014). Potrebne so tudi nadaljnje 
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študije, da se še dodatno opredeli dinamiko vezav argininskih dipeptidnih ponovitev. 
Nekatere raziskave izpostavljajo moţnost, da se na argininske DPR veţejo tudi molekule 
RNA (Kanekura in sod., 2016), kar zahteva drugačne metode zaznavanja interakcij in kar 
bi lahko vodilo v drugačne oblike zdravljenja. 
  
Proteini, ki so glede na pojavnost visoko na seznamu kandidatnih proteinov pri določanju 
bioloških procesov z minimalno hipergeometrično porazdelitvijo, največ prispevajo k P-
vrednosti poudarjenega biološkega procesa. Izračun P-vrednosti temelji na predpostavki, 
da imajo proteini, katerih pojavnost je veliko višja od pojavnosti v kontroli, večji vpliv na 
opaţen fenotip, kar v realnosti v biologiji celice ni vedno res (Tipney in Hunter, 2010). 
Statistična značilna povezanost za posamezen protein ne sovpada nujno z biološko 
značilno povezanostjo. 
 
Za boljše razumevanje fenotipa ob prisotnosti dipeptidnih ponovitev so potrebne številne 
študije, ki bodo opazovale fenotip celic pri izraţanju daljših ponovitev  – denimo nad 
tisoč – pri izraţanju več zvrsti DPR hkrati ob prisotnosti skupkov RNA, ki se prepiše iz 
ponovitev GGGGCC. Nadaljnje raziskave so potrebne tudi za ugotavljanje proteinov, 
vezanih na heterogene ponovitve, do katerih morda pride s preskokom bralnega okvirja.  
 
Naša študija interakcij zvrsti dipeptidnih ponovitev, ki se izraţajo iz podaljšanih ponovitev 
gena C9orf72, pripomore k boljšemu razumevanju patologije obolenj spektra ALS-FTD. 
Ugotovitve imajo potencial tudi za druge nevrodegenerativne bolezni, kot so Parkinsonova 
bolezen, sindrom s simptomi Huntingtonove bolezni in Alzheimerjeva bolezen, s katerimi 
so prav tako v nekaterih primerih povezali podaljšane ponovitve v genu C9orf72 (Liu in 
sod., 2014). 
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6 SKLEPI 
 
 Potrdili smo hipotezo, da imajo proteini z dipeptidnimi ponovitvami, ki se prevajajo 
iz podaljšanih heksanukleotidnih ponovitev znotraj gena C9orf72, sposobnost 
vezave na različne znotrajcelične proteine.  
 
 V celicah HEK293T smo uspešno izraţali transfecirane proteine: BioID, BioID-
GA125, BioID-GP125, BioID-GR125, BioID-PA125 in BioID-PR125. 
 
 Z imunocitokemijskimi analizami smo pokazali, kje se izraţajo proteini z 
dipeptidnimi ponovitvami, konjugirani z encimom biotin ligaza. BioID-GA125, 
BioID-GR125 in BioID-PA125 se izraţajo predvsem v citoplazmi. Tudi BioID-GP125 
se nahaja večinoma v citoplazmi, v manjši meri pa ga lahko zaznamo tudi v predelu 
jedra. BioID-PR125 je izrazito jedrni protein. 
 
 Z imunocitokemijskimi analizami smo pokazali, katere izmed zvrsti dipeptidnih 
ponovitev so v našem celičnem modelu bolj nagnjene k tvorbi agregatov. Najbolj 
številne proteinske agregate tvorijo BioID-GA125 in BioID-PR125. Agregati so se 
tvorili tudi pri BioID-GR125. V neagregirani topni obliki smo zaznali BioID-GP125 
in BioID-PA125.  
 
 Ontološka analiza biotiniliranih proteinskih interaktorjev proteinov poli (GA), ki 
smo jih določili z masno analizo, nakazuje, da so le-ti vpleteni v procese, povezane 
z mikrotubuli, in v katabolične procese proteinov. 
 
 Ontološka analiza biotiniliranih proteinskih interaktorjev proteinov poli (GP), ki 
smo jih določili z masno analizo, nakazuje, da so ti vpleteni v biološke procese 
prenosa signala. 
 
 Ontološka analiza biotiniliranih proteinskih interaktorjev proteinov poli (GR), ki 
smo jih določili z masno analizo, nakazuje, da so ti vpleteni v biološke procese 
začetka prevajanja proteinov in metabolične procese amidov. 
 
 Ontološka analiza biotiniliranih proteinskih interaktorjev proteinov poli (PA), ki 
smo jih določili z masno analizo, nakazuje, da so ti vpleteni v biološke procese 
uravnavanja encimske aktivnosti in pozitivnega uravnavanja apoptoze. 
 
 Ontološka analiza biotiniliranih proteinskih interaktorjev proteinov poli (PR), ki 
smo jih določili z masno analizo, nakazuje, da so ti proteini vključeni v 
procesiranje rRNA.  
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7 POVZETEK 
 
Amiotrofična lateralna skleroza (ALS) je klinični sindrom, pri katerem propadajo 
motorični nevroni, kar vodi v postopno slabljenje hotnih mišic in neizogibno smrt. Kot 
najpogostejšo mutacijo, s katero povezujejo tako dedno kot sporadično obliko bolezni, so 
opredelili podaljšane ponovitve zaporedja šestih nukleotidov GGGGCC v genu C9orf72. 
Pri bolnikih je število heksanukleotidnih ponovitev običajno večje od 30, na primer nekaj 
sto ali bolj pogosto celo nekaj tisoč. Ena glavnih hipotez, ki ponuja razlago za patološke 
vplive podaljšanih ponovitev v genu C9orf72, predlaga akumulacijo agregatov patogenih 
proteinov z dipeptidnimi ponovitvami (DPR). Proteini DPR se prevedejo z neobičajno 
obliko translacije, ki je neodvisna od začetnega kodona AUG in jo povezujejo s 
podaljšanimi nukleotidnimi ponovitvami. Translacija lahko teče v obe smeri. DPR-ji, 
prevedeni v smiselni smeri zaporedja RNA, so poliglicinalanin − (GA)n, poliglicinprolin − 
(GP)n, in poliglicinarginin − (GR)n. DPR-ji, prevedeni v protismiselni smeri, so 
poliglicinprolin − (GP)n, poliprolinalanin − (PA)n, in poliprolinarginin − (PR)n. Naštete 
zvrsti DPR imajo različne lastnosti, se v celici razporejajo različno in imajo različne teţnje 
po agregaciji. 
 
Namen magistrskega dela je bil določiti celične proteine, ki se veţejo na proteine z 
dipeptidnimi ponovitvami, nato pa na podlagi celičnih procesov, v katere so ti identificirani 
kandidatni proteini vključeni, sklepati o vplivu DPR na homeostazo celičnih procesov in 
tako prispevati k razumevanju patološke vloge proteinov DPR. Hkrati smo v magistrskem 
delu opazovali tudi izraţanje dipeptidnih ponovitev in njihovo teţnjo po tvorbi agregatov. 
 
Za določanje proteinov, vezanih na dipeptidne ponovitve, smo uporabili metodo BioID, ki 
obsega molekulsko kloniranje, izraţanje proteinov v sesalskih celicah, izolacijo 
biotiniliranih proteinov s streptavidinskimi magnetnimi kroglicami in identifikacijo 
proteinov z masno spektrometrijo. Metoda temelji na neselektivni bakterijski biotin ligazi, 
ki je rekombinantno spojena s proteinsko vabo in biotinilira celične proteine, ki se znajdejo 
v njeni okolici, ter jih tako označi. V celični liniji HEK293T smo izraţali šest proteinov: 
BioID2, BioID2-GA125, BioID2-GP125, BioID2-GR125, BioID2-PA125 in BioID2-PR125. Po 
identifikaciji posameznih kandidatnih proteinov z masno spektrometrijo smo opravili 
statistične analize, ki so na podlagi genske ontologije izpostavile najverjetnejše biološke 
procese, v katere so vključeni proteini, ki imajo interakcijo z dipeptidnimi ponovitvami. 
 
Ontološka analiza biotiniliranih proteinskih interaktorjev proteinov poli (GA) nakazuje, da 
so ti vpleteni v procese, povezane z mikrotubuli, in v katabolične procese proteinov. Pri 
proteinih poli (GP) tovrstna analiza nakazuje, da so interaktorji vpleteni v biološke procese 
prenosa signala, pri proteinih poli (GR) pa v biološke procese začetka prevajanja proteinov 
in metabolične procese amidov. Ontološke analize biotiniliranih proteinskih interaktorjev 
za protismiselno prevedene dipeptidne ponovitve pri proteinih poli (PA) nakazujejo na 
vpletenost v uravnavanje encimske aktivnosti in pozitivno uravnavanje apoptoze, pri 
proteinih poli (PR) pa v procesiranje rRNA. Ker trenutno še nimamo diagnostičnih testov 
ali biomarkerjev za bolezen ALS, ponujajo raziskave, kot je naša, prvi korak v smer 
spopadanja z boleznijo. 
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Za boljše poznavanje bolezni C9-ALS je pomembno tudi določanje lastnosti proteinov 
DPR. S pomočjo imunocitokemijskih analiz smo pridobili vpogled v nagnjenost 
posamezne zvrsti dipeptidnih ponovitev do agregacije. Najbolj številne proteinske agregate 
tvorijo BioID-GA125 in BioID-PR125. Agregati so se tvorili tudi pri BioID-GR125, v 
neagregirani, topni obliki pa smo zaznali BioID-GP125 in BioID-PA125. Z 
imunocitokemijskimi analizami smo pokazali tudi, da se BioID-GA125, BioID-GR125 in 
BioID-PA125 izraţajo predvsem v citoplazmi, BioID-GP125 se prav tako nahaja večinoma v 
citoplazmi, v manjši meri pa ga lahko zaznamo tudi v predelu jedra, BioID-PR125 pa je 
izrazito jedrni protein. Kje v celici se dipeptidne ponovitve nahajajo, se pomembno odraţa 
tudi na bioloških procesih, ki smo jih opredelili s pomočjo ontoloških analiz.  
 
Naša študija interakcij zvrsti dipeptidnih ponovitev, ki se izraţajo iz podaljšanih ponovitev 
gena C9orf72, pripomore k boljšemu razumevanju patologije obolenj spektra ALS-FTD. 
Ugotovitve imajo potencial tudi za druge nevrodegenerativne bolezni, kot so: 
Parkinsonova bolezen, sindrom s simptomi Huntingtonove bolezni in Alzheimerjeva 
bolezen, s katerimi so prav tako v nekaterih primerih povezali podaljšane ponovitve v genu 
C9orf72. 
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PRILOGA A 
 
Nukleotidna zaporedja fuzijskih proteinov 
 
Priloga A1: myc-BioID2-HA-GA125 
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Priloga A2: myc-BioID2-HA-GP125 
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Priloga A3: myc-BioID2-HA-GR125 
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Priloga A4: myc-BioID2-PA125 
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Priloga A5: myc-BioID2-PR125 
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PRILOGA B 
 
Lokalizacija proteinov z dipeptidnimi ponovitvami in biotin ligazo, ki jim nismo dodali 
biotina 
 
 
  
 
